Funktionelle und strukturelle Analysen von Mutationen im Caveolin-3-Gen by Brauers, Eva
  
 
 
 
Funktionelle und strukturelle Analysen von Mutationen im Caveolin-3-Gen 
 
 
 
 
 
 
Von der Fakultät für Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften 
der RWTH Aachen University zur Erlangung des akademischen Grades einer 
Doktorin der Naturwissenschaften genehmigte Dissertation  
 
 
vorgelegt von 
 
Diplom-Biologin Eva Brauers 
 
aus Aachen 
 
 
Berichter: Universitätsprofessor Dr. med. Joachim Weis 
        Universitätsprofessor Dr. techn. Werner Baumgartner 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 14.07.2010 
 
 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online verfügbar. 
 
 
 
I Inhaltsverzeichnis 
 I 
I Inhaltsverzeichnis 
 
I Inhaltsverzeichnis ................................................................................................... I 
II Abbildungsverzeichnis ......................................................................................... V 
III Abkürzungsverzeichnis ..................................................................................... VII 
IV Tabellenverzeichnis ............................................................................................ XI 
1 Einleitung ............................................................................................................... 1 
1.1 Caveolae........................................................................................................................................... 1 
1.2 Caveoline.......................................................................................................................................... 2 
1.2.1 Caveolin-1 .................................................................................................................................. 4 
1.2.2 Caveolin-2 .................................................................................................................................. 5 
1.2.3 Caveolin-3 .................................................................................................................................. 5 
1.3 Biogenese der Caveolae................................................................................................................. 7 
1.4 Funktionen der Caveolae und Caveoline ...................................................................................... 8 
1.4.1 Caveolae und Endozytose ......................................................................................................... 8 
1.4.2 Signaltransduktion...................................................................................................................... 9 
1.4.2.1 Struktur und Funktion des EGF-Rezeptors ...................................................................... 10 
1.4.2.2 Caveoline und EGFR........................................................................................................ 11 
1.4.2.3 Struktur und Funktion des Nervenwachstumsfaktor-(NGF)-Rezeptors TrkA und p75NTR 12 
1.4.2.4 Caveoline und TrkA .......................................................................................................... 14 
1.4.2.5 Struktur und Funktion des IL-6-Rezeptors........................................................................ 14 
1.4.2.6 Caveoline und IL-6-Rezeptor............................................................................................ 16 
1.5 Muskeldystrophie .......................................................................................................................... 16 
1.5.1 Caveolinopathien ..................................................................................................................... 17 
1.5.1.1 Gliedergürtel-Muskeldystrophie (LGMD) .......................................................................... 18 
1.5.1.2 Rippling Muscle Disease (RMD)....................................................................................... 20 
1.5.1.3 HyperCKämie.................................................................................................................... 21 
1.5.1.4 Distale Myopathie ............................................................................................................. 21 
1.5.1.5 LongQT Syndrom und Plötzlicher Kindstod...................................................................... 22 
1.6 Zielsetzung der Arbeit................................................................................................................... 23 
2 Material und Methoden........................................................................................ 25 
2.1 Verwendete Materialien................................................................................................................. 25 
2.1.1 Geräte ...................................................................................................................................... 25 
2.1.2 Software ................................................................................................................................... 27 
2.1.3 Verbrauchsmaterial .................................................................................................................. 27 
2.1.4 Chemikalien.............................................................................................................................. 28 
2.1.5 Feinchemikalien ....................................................................................................................... 28 
2.1.6 Kommerzielle Kits .................................................................................................................... 29 
2.1.7 Oligonukleotide ........................................................................................................................ 29 
2.1.8 Enzyme .................................................................................................................................... 30 
2.1.9 Vektoren ................................................................................................................................... 30 
2.1.10 Bakterienstämme ................................................................................................................... 30 
I Inhaltsverzeichnis 
 II
2.1.11 Zelllinien ................................................................................................................................. 30 
2.1.12 Zellkultur-Medien und Zusätze............................................................................................... 31 
2.1.13 Antikörper ............................................................................................................................... 31 
2.1.13.1 Primärantikörper ............................................................................................................. 31 
2.1.13.2 Sekundärantikörper ........................................................................................................ 33 
2.1.14 Puffer und Lösungen.............................................................................................................. 33 
2.1.14.1 Puffer und Lösungen für die Molekularbiologie .............................................................. 33 
2.1.14.2 Puffer und Lösungen für die Immunofluoreszenz........................................................... 33 
2.1.14.3 Puffer und Lösungen für die Biochemie ......................................................................... 33 
2.1.14.4 Puffer und Lösungen für die Immunhistochemie ............................................................ 34 
2.1.14.5 Puffer und Lösungen für die Elektroporation .................................................................. 35 
2.2 Methoden........................................................................................................................................ 36 
2.2.1 Molekularbiologische Methoden .............................................................................................. 36 
2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR = polymerase chain reaction)....................................... 36 
2.2.1.2 Überprüfung der PCR-Produkte mittels Gelektrophorese ................................................ 38 
2.2.1.3 Sequenzierung.................................................................................................................. 40 
2.2.1.4 Restriktionsverdau ............................................................................................................ 41 
2.2.1.5 Klonierung......................................................................................................................... 42 
2.2.1.6 Ligation ............................................................................................................................. 43 
2.2.1.7 Transformation.................................................................................................................. 44 
2.2.1.8 Selektion und Kultivierung ................................................................................................ 45 
2.2.1.9 Markierung von Proteinen durch Tags ............................................................................. 46 
2.2.1.10 Mutagenese .................................................................................................................... 46 
2.2.2 Zellbiologische Methoden ........................................................................................................ 48 
2.2.2.1 Kultivierung von Zellen ..................................................................................................... 48 
2.2.2.2 Beschichtung von Zellkulturoberflächen........................................................................... 48 
2.2.2.3 Transfektion ...................................................................................................................... 48 
2.2.2.4 Herstellung von Zelllysaten............................................................................................... 49 
2.2.2.5 Proteinkonzentrationsbestimmung mit dem Bicinchoninsäure-Assay (BCA-Assay)........ 50 
2.2.2.6 Probenvorbereitung für die SDS-PAGE ........................................................................... 50 
2.2.2.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ............................................................................ 50 
2.2.2.8 Biotinylierungs-Assay von Oberflächen-Rezeptoren........................................................ 52 
2.2.2.9 Western Blot ..................................................................................................................... 53 
2.2.2.10 Immunodetektion ............................................................................................................ 53 
2.2.2.11 Fluoreszenzmikroskopie ................................................................................................. 54 
2.2.2.12 Indirekte Immunofluoreszenzanalysen ........................................................................... 56 
2.2.2.13 Reportergen-Assay......................................................................................................... 57 
2.2.2.14 Elektroporation................................................................................................................ 58 
2.2.2.15 Färbung der Kryoschnitte ............................................................................................... 59 
2.2.2.16 ß-Galaktosidase-Färbung von Kryoschnitten zur Kontrolle der Elektroporations- 
              effizienz........................................................................................................................... 60 
2.2.2.17 Färbung von Semidünnschnitten mit Toluidinblau.......................................................... 60 
2.2.2.18 Hämatoxylin-Eosin-(HE)-Färbung des Muskels ............................................................. 61 
3 Ergebnisse ........................................................................................................... 62 
3.1 Nachweis der Expression von durch Mutagenese erzeugten Caveolin-3-Konstrukten ........ 62 
3.1.1 Herstellung und Sequenzierung der Expressionsplasmide ..................................................... 62 
3.1.2 Mutiertes Caveolin-3-Protein zeigt ein auffälliges Bandenmuster im Western Blot................. 63 
3.2 Analyse der Lokalisation der mutierten Caveolin-3-Proteine nach der 
      transienten Transfektion in die Myoblastenzelllinie C2C12 ........................................................ 64 
3.3 Analyse der Beeinflussung des WT-Proteins durch die mutierten Caveolin-3-Proteine....... 66 
3.4 Analyse der Einflüsse der Caveolin-3 Mutationen auf den EGF-Rezeptor.............................. 68 
3.4.1 Detektion der Phosphorylierungslevel des EGF-Rezeptors nach Kotransfektion mit  
         dem EGFR- und den verschiedenen Caveolin-3-Konstrukten................................................. 68 
3.4.2 Die Punktmutationen R26Q und P28L beeinflussen die Phosphorylierung des EGF- 
         Rezeptors ................................................................................................................................. 68 
I Inhaltsverzeichnis 
 III
3.4.3 Auswirkungen von Caveolin-3 auf die Downstreamfaktoren des EGF-Rezeptors .................. 70 
3.4.4 Die Downstreamfaktoren Akt und ERK1/2 von EGFR werden durch die Punkt- 
         mutationen R26Q und P28L nicht beeinflusst.......................................................................... 70 
3.4.5 Einfluss von Caveolin-3 auf die Internalisierung des EGF-Rezeptors ..................................... 71 
3.4.6 Die Punktmutationen im Caveolin-3-Gen beeinträchtigen die Internalisierung des  
         EGF-Rezeptors ........................................................................................................................ 72 
3.5 Untersuchung des Einflusses von Caveolin-3 auf die Signaltransduktion des  
      Neurotrophin-Rezeptors TrkA...................................................................................................... 73 
3.5.1 Analyse des Phosphorylierungslevels von TrkA nach Transfektion mit  
         verschiedenen Caveolin-3-Konstrukten ................................................................................... 76 
3.5.2 Die Punktmutation P28L in Caveolin-3 führt zur geringeren Phosphorylierung  
         des Neurotrophin-Rezeptors TrkA ........................................................................................... 76 
3.5.3 Auswirkungen der Caveolin-3-Mutationen auf die Downstreamfaktoren von TrkA ................. 77 
3.5.4 Die Punktmutation P28L führt zur geringeren Phosphorylierung des Downstreamfaktors  
         Akt ............................................................................................................................................ 78 
3.5.5 Einfluss von Caveolin-3 auf die Internalisierung des Neurotrophin-Rezeptors TrkA............... 79 
3.5.6 Die Punktmutation R26Q beeinträchtigt die Internalisierung von TrkA.................................... 80 
3.6 Untersuchung des möglichen Einflusses von Caveolin-3 auf den IL-6-Rezeptor .................. 81 
3.6.1 Caveolin-3-Punktmutationen haben keinen Einfluss auf den IL-6-Rezeptor-Signalweg ......... 82 
3.7 Translation der in vitro gewonnen Daten auf ein in vivo Modell .............................................. 83 
3.7.1 Kontrolle der Elektroporationseffizienz mit Hilfe des Konstrukts pVAX-LacZ.......................... 84 
3.7.2 Analyse der Lokalisation des Caveolin-3-WT-Proteins bzw. des Proteins, das die  
         Mutation R26Q trägt, im Musculus tibialis anterior .................................................................. 85 
4 Diskussion ........................................................................................................... 88 
4.1 Analyse der Auswirkungen von Punktmutationen im Caveolin-3-Gen auf Protein- 
      struktur und Funktion ................................................................................................................... 88 
4.2 Mutationen im Caveolin-3-Gen führen zu ungewöhnlichem Bandenmuster im Western  
      Blot.................................................................................................................................................. 88 
4.3 Caveolin-3-Mutationen beeinträchtigen die intrazelluläre Lokalisation des Proteins ........... 89 
4.4 Mutationen im Caveolin-3-Protein haben Einfluss auf das WT-Protein .................................. 91 
4.5 Beeinflussung von Signalwegen durch Mutationen im Caveolin-3-Gen ................................. 91 
4.5.1 Mutationen im Caveolin-3-Gen verändern das Signalling des EGF-Rezeptors ...................... 92 
4.5.2 Caveolin-3-Mutationen beeinflussen die Endozytose des EGF-Rezeptors............................. 94 
4.5.3 Caveolin-3-Mutationen beeinflussen die Signaltransduktion des Neurotrophin-Rezeptors  
         TrkA.......................................................................................................................................... 94 
4.5.4 Einflüsse von Caveolin-3 auf das Trafficking von TrkA ........................................................... 96 
4.5.6 Analyse des Einflusses von Punktmutationen im Caveolin-3-Gen auf das Signalling des  
         IL-6-Rezeptors ......................................................................................................................... 97 
4.5.7 Vergleich der Ergebnisse der unterschiedlichen Signalwege.................................................. 97 
4.5.8 Western Blot-Analysen versus Reportergen-Assays ............................................................. 100 
4.6 Elektroporation von Lewis Ratten als in vivo-Modell .............................................................. 100 
5 Zusammenfassung............................................................................................ 102 
6 Summary ............................................................................................................ 104 
7 Literatur .............................................................................................................. 106 
I Inhaltsverzeichnis 
 IV 
8 Danksagung ....................................................................................................... 124 
9 Lebenslauf.......................................................................................................... 125 
II Abbildungsverzeichnis 
 V 
 
II Abbildungsverzeichnis 
 
 
Abb.1:  Caveolae auf der Plasmamembran eines humanen Fibroblasten (aus 
Alberts et al., 2002) 
Abb.2: Schematische Struktur der drei Caveolin-Isoformen (aus Hnasko und 
Lisanti, 2003) 
Abb.3: Lokalisation von Caveolin-3 (aus Vorgerd et al., 2001) 
Abb.4: EGF-Rezeptor-Signalwege (aus El-Rayes and LoRusso, 2004) 
Abb.5: Signalwege von TrkA und p75NTR (aus Reichardt, 2006) 
Abb.6: IL-6-Rezeptor-Signalweg 
Abb.7: Klonierung 
Abb.8: Ablauf der Mutagenese (aus dem Manual des Stratagene Quickchange 
II Site Directed Mutagenesis Kits) 
Abb.9: Bestandteile des Reportergen-Assays 
Abb.10: Lokalisation der untersuchten Punktmutationen im Caveolin-3-Protein 
Abb.11: Sequenzierungen der klonierten Caveolin-3-Konstrukte 
Abb.12: Western Blot-Analyse zum Nachweis der Expression von WT- bzw. 
mutiertem Caveolin-3, das jeweils eine der verschiedenen 
Punktmutationen R26Q, P28L, A45T bzw. G55S enthielt 
Abb.13: Immunofluoreszenz-Analysen zur Detektion der Lokalisation der 
mutierten Caveolin-3-Proteine in C2C12 Zellen 
Abb.14:  Immunofluoreszenz-Analysen zur Detektion der Lokalisation des WT-
Caveolin-3-Proteins nach Kotransfektion mit den mutierten Caveolin-3-
Konstrukten 
Abb.15: Analyse der Phosphorylierung des EGF-Rezeptors nach Kotransfektion 
mit den Caveolin-3-Konstrukten in HEK293 Zellen 
Abb.16:  Analyse der Phosphorylierung der Downstreamfaktoren Akt und 
ERK1/2 nach Kotransfektion von HEK293 Zellen mit dem EGF-
Rezeptor-Konstrukt sowie dem WT-Caveolin-3-Konstrukt bzw. den 
mutierten Caveolin-3-Konstrukten 
Abb.17: Oberflächen-Biotinylierungs-Assay nach Kotransfektion von HEK293 
Zellen mit dem EGF-Rezeptor und den Caveolin-3-Konstrukten 
II Abbildungsverzeichnis 
 VI 
Abb.18: Nerven- und Muskelbiopsie eines Patienten mit R26Q-Caveolin-3-
Mutation 
Abb.19:  Analyse des Einflusses von Caveolin-3 auf die Phosphorylierung von 
TrkA nach Transfektion von PC12 Zellen 
Abb.20:  Analyse der Phosphorylierungslevel von Akt und ERK1/2 nach 
Transfektion von PC12 Zellen mit dem WT-Caveolin-3-Konstrukt bzw. 
den mutierten Caveolin-3-Konstrukten  
Abb.21:  Oberflächen-Biotinylierungs-Assay mit transfizierten PC12 Zellen zur 
Analyse des Einflusses von Caveolin-3 auf das TrkA-Trafficking 
Abb.22:  Luciferase-Reportergen Assay für Hep G2 Zellen, die mit den Caveolin-
3-Konstrukten und einem gp130-Konstrukt kotransfiziert wurden 
Abb.23: ß-Galaktosidasefärbung eines mit dem Konstrukt pVAX-LacZ 
elektroporierten Muskel-Kryoschnitts zur Kontrolle der 
Elektroporationseffizienz 
Abb.24:  Immunhistochemisch gefärbte Muskel-Kryoschnitte, die dreifach mit 
dem WT-Caveolin-3 bzw. dem Konstrukt, das die Mutation R26Q trug, 
elektroporiert wurden 
Abb.25: Durch fluoreszenzmarkierte Antikörper angefärbte Kryoschnitte, die 
dreimal mit dem WT-Caveolin-3-Konstrukt bzw. dem die Mutation R26Q 
tragenden Konstrukt elektroporiert worden waren 
III Abkürzungsverzeichnis 
 VII 
 
III Abkürzungsverzeichnis 
 
 
Abb.    Abbildung 
Akt    protein kinase B 
APS    Ammoniumpersulfat 
AS    Aminosäure 
BAD    Bcl-2-antagonist of cell death 
bp    Basenpaare 
B-Raf    V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 
BSA    bovines Serumalbumin 
CaM    Ca2+-Calmodulin 
Cdc42   cell division cycle 42 
CK    Kreatinkinase 
c-Neu cell surface protein-tyrosine kinase receptor 
overexpressed in adenocarcinomas 
CREB    cAMP response element binding protein 
c-src    cellular-sarcoma 
C-Terminus   carboxy-Terminus 
DAG    Diacylglycerol 
DGK    Dystroglykan-Komplex 
DMEM   Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
dNTP    Deoxyribonukleotid 
ddNTP   2´,3´-Didesoxynukleotid 
DTT    Dithiotreitol 
EDTA    ethylenediaminetetraacetic acid 
EGF    epidermal growth factor 
EGFR    epidermal growth factor receptor 
EMG    Elektro-Myographie 
EPO    Erythropoetin 
ER    Endoplasmatisches Retikulum 
ERK1/2   extracellular signal regulated kinases 1/2 
III Abkürzungsverzeichnis 
 VIII 
FCS    fötales Kälberserum 
FSHD    Fazio-Skapulo-Humorale Muskeldystrophie 
Gab1    grb2-associated binder 1 
GDP    Guanidindiphosphat 
gp130    Glykoprotein 130 
Grb2    growth factor receptor binding protein 2 
GFP    green fluorescent protein 
GTP    Guanidintriphosphat 
HA    Hämagglutinin 
H-Ras    Harvey oncogene 
HRP    horseradish peroxidase 
IB    Immunoblot 
IGF-1    insulin-like growth factor 1 
IL-6    Interleukin-6 
IP3    Inositol-tris-Phosphat 
JAK    Janus Kinase 
JNK    c-Jun N-terminale Kinase 
kb    Kilobasen 
kD    Kilodalton 
LB    lysogeny broth 
LGMD-1C   Limb-girdle muscular dystrophy type1C 
LQTS    Long QT Syndrom 
MAPK    mitogen-activated protein kinase 
MDC    kongenitale Muskeldystrophien 
MEK1/2   mitogen-activating extracellular-signal regulated kinase 
mTOR   mammalian target of rapamycin 
NF-κB    nuclear factor Kappa B 
NGF    nerve growth factor 
nNOS    neuronale Stickstoffsynthase 
NO    Stickstoff 
N-Terminus   Amino-Terminus 
p42/44   phosphate 42/44 
P75NTR   Low affinity nerve growth factor receptor 
PA    polyamide 
III Abkürzungsverzeichnis 
 IX 
PCR    polymerase chain reaction 
PDGF    platelet derived growth factor 
PDK1    Phosphoinositid-abhängige Kinase-1 
PI3K    Phosphatidylinositol-3-kinase 
PIP2/PIP3   Phosphatidyl-bis/tris-phosphat 
PI(3,4)P2   Phosphatidyl-3,4-bis-phosphat 
PIRC    Percussion-Pressur-Induced Rapid Muscle contructions 
PKB    Proteinkinase B 
PKCδ    Proteinkinase C Delta 
PLCγ    Phospholipase C Gamma 
PVDF    Polyvinylidenfluorid 
Raf-1    rapidly growing fibrosarcoma 1 
Ras    GTPase, Onkoprotein aus dem Rattensarkom 
Rho    GTPase 
Ric-tor-mTOR rapamycin-insensitive companion of mammalian Target of 
Rapamycin 
RMD    Rippling Muscle Disease 
rpm    rounds per minute 
RT    Raumtemperatur 
RTK    receptor tyrosine kinase 
SB    Surface Biotinylierung 
SDS-PAGE   sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SH2    Scr homology region 2 
Shc    SH2-domain-containing α2-collagen-related protein 
SHIP    SH2-domain-containing Inositol-5-Phosphatase 
SHP2    Src homology phosphatase 2  
SIDS    sudden infant death syndrome 
S6K1    ribosomal protein S6 kinase 
SL    straight lysate 
SOS    son of sevenless 
STAT    signal transducers and activators of transcription 
Tab.    Tabelle 
Tag    an Protein angehängte AS-Sequenz zur Identifizierung 
TBE    Tris-Borat-EDTA 
III Abkürzungsverzeichnis 
 X 
TEMED   N,N,N´,N´-Tetramethyl-ethylendiamin  
TGF-α    transforming growth factor alpha 
TM    Transmembran-Domäne 
TNFR    tumor necrosis factor receptor 
TrkA    tropomyosine related kinase A 
Tyk2    Tyrosinkinase 2 
VIP21    Caveolin 
WT    Wildtyp 
Y490    Tyrosin 490 
IV Tabellenverzeichnis 
 XI 
 
IV Tabellenverzeichnis 
 
 
Tab.1:  Übersicht über bekannte Mutationen im Caveolin-3-Gen (aus Gazzerro 
et al., 2009) 
Tab.2a, b: Übersicht über autosomal-dominante und rezessive Gliedergürtel-
Muskeldystrophien nach Vainzof und Zatz 2003; Laval und Bushby 
2004 
Tab.3:  Geräte  
Tab.4:  Software 
Tab.5:  Verbrauchsmaterial 
Tab.6:  Chemikalien 
Tab.7:  Feinchemikalien 
Tab.8:  Kommerzielle Kits 
Tab.9:  Enzyme 
Tab.10: Vektoren 
Tab.11: Bakterienstämme 
Tab.12: Zelllinien 
Tab.13: Zellkulturmedien und Zusätze 
Tab.14: Primärantikörper 
Tab.15: Sekundärantikörper 
Tab.16: Puffer und Lösungen für die Molekularbiologie 
Tab.17: Puffer und Lösungen für die Immunofluoreszenz 
Tab.18: Puffer und Lösungen für die Biochemie 
Tab.19:  Puffer und Lösungen für Immunhistochemie 
Tab.20: Puffer und Lösungen für die Elektroporation 
Tab.21: Primersequenzen für die Sequenzierung von Caveolin-3 
Tab.22: Sequenzen der Mutageneseprimer 
Tab.23: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel für die SDS-PAGE 
Tab.24: Konzentrationen der sekundären Antikörper 
Tab.25: Verwendete Filtersätze des Fluoreszenzmikroskops 
Tab.26: Verwendete Primärantikörper-Verdünnungen 
Tab.27: Verwendete Sekundärantikörper-Verdünnungen 
IV Tabellenverzeichnis 
 XII 
Tab.28: Bestandteile und zu verwendende Konzentrationen des Reportergen-
Assays  
Tab.29: Plasmidkombinationen bei der Elektroporation  
Tab.30: Aufsteigende Alkoholreihe 
 
1 Einleitung und Zielsetzung 
 1 
 
1 Einleitung 
 
 
1.1 Caveolae 
Morphologisch distinkte Plasmamembran-Invaginationen wurden erstmals von 
Palade im Jahre 1953 nach elektronenmikroskopischen Aufnahmen von 
Endothelzellen beschrieben (Palade, 1953). Zwei Jahre später konnte Yamada 
ähnliche Strukturen („little caves“) in Gallenblasenepithelium nachweisen (Yamada, 
1955). Seit ihrer Erstbeschreibung konnten diese mit wenigen Ausnahmen wie z.B. 
Lymphozyten (Fra et al., 1995) in den meisten Zelltypen detektiert werden. 
 
 
Abb.1: Caveolae auf der Plasmamembran eines humanen Fibroblasten (aus Alberts et al., 2002) 
A: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Fibroblasten im Querschnitt, die die tiefen 
Einstülpungen der Plasmamembran zeigt, die Caveolae genannt werden 
B: Raster–Elektronenmikroskopie-Aufnahme, die eine Vielzahl von Caveolae an der 
cytoplasmatischen Seite der Plasmamembran zeigt 
 
In Anlehnung an ihr Erscheinungsbild wurden diese Membrandomänen Caveolae 
genannt. Sie haben einen Durchmesser von 60-80 nm. Im Gegensatz zu clathrin-
coated pits zeigen sie keine distinkte cytoplasmatische Hülle in konventionell Harz-
eingebetteten Proben (Way und Parton, 1995). Caveolen können unterschiedliche 
Formen aufweisen. Manche sind abgeflacht, andere sind tubulär oder vesikulär 
(Abb.1). Zusätzlich können sie vereinzelt oder in Gruppen vorkommen (Anderson, 
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1992a). Es scheint, dass spezielle Lipide wie Cholesterol (Murata et al., 1995) und 
Sphingolipide (Fra et al., 1995) sowie membran-assoziierte Proteine wie H-Ras nicht 
regelmäßig in der Lipid-Doppelschicht der Zelle verteilt sind, sondern konzentriert in 
Caveolae und Caveolae-verwandten Membrandomänen vorliegen, die als Subtypen 
von Lipid Rafts aufgefasst werden (Simons und Toomre, 2000) und zu Endocytose-
Prozessen befähigt sind (Pelkmans und Helenius, 2002). Was Caveolae von 
anderen Lipid Raft-basierenden Plasmamembran-Einschnürungen unterscheidet, ist 
die Anwesenheit von Caveolin-1 als Marker (Parton und Richards, 2003). Durch die 
beschriebene Aufkonzentrierung dienen diese Invaginationen als strukturelle 
Plattform für Ionen-Kanäle, Kinasen und zahlreiche Signalmoleküle (Minetti et al., 
2002). Die geordnete Zusammenlagerung von Rezeptoren und Adaptermolekülen in 
distinkten Strukturen macht die räumliche und zeitliche Koordination 
unterschiedlicher Signaltransduktionswege möglich.  
 
 
1.2 Caveoline 
Die Proteinfamilie der Caveoline ist der strukturelle und funktionelle Hauptbestandteil 
der Caveolae. Diese Scaffolding-Proteine mit einer Größe zwischen 21 und 24 kDa 
(Galbiati et al., 1999b) dienen dazu spezifische Lipide wie Cholesterol und 
Glycosphingolipide, Signalmoleküle wie z.B. H-Ras (Zhang et al., 2007), c-Src, 
cdc42, Rho (Toni et al., 2006) oder G-Proteine (Li et al., 1995) sowie Rezeptoren, 
z.B. PDGF-, EGF-, IGF-1- und TrkA-Rezeptoren (Matveev und Smart, 2002; Huo et 
al., 2003; Bilderback et al., 1999) zu organisieren und in den Membranen der 
Caveolae zu konzentrieren (Lisanti et al., 1994). 
Bisher konnten vier verschiedene Isoformen der Caveoline identifiziert werden 
(Abb.2). Caveolin-1α und β sowie Caveolin-2 werden in Fibroblasten, Endothelzellen 
und Fettgewebe exprimiert, wohingegen Caveolin-3 hauptsächlich im Muskelgewebe 
nachzuweisen ist (Song et al., 1996). Die Isoformen weisen zwar unterschiedliche 
Aminosäuresequenzen mit einigen konservierten Abschnitten auf, ihre Struktur ist 
jedoch homolog. Die funktionellen Domänen der Caveoline werden hauptsächlich 
vom letzten Exon kodiert. Caveolin-1α und β bestehen aus 178 bzw. 147 und 
Caveolin-2 aus 149 Aminosäuren. Caveolin-3 besteht aus einer Abfolge von 151 
Aminosäuren. Jede der drei Isoformen besitzt eine hydrophile N-terminale Domäne 
(AS 1-53), eine Scaffolding-Domäne (AS 54-73), eine hydrophobe Transmembran-
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Domäne (AS 74-106) und eine ebenfalls hydrophile C-terminale Domäne (AS 107-
151) und bildet eine Schleife aus, so dass sowohl der N- als auch der C-Terminus in 
die Richtung des Cytoplasmas zeigt (Williams und Lisanti, 2004). Der N-terminale 
Bereich enthält eine sogenannte „Signature“-Sequenz (AS 41-48; FEDVIAEP), die in 
allen Caveolinen konserviert vorliegt. 
Über eine Oligomerisationsdomäne im N-terminalen Bereich der Caveoline können 
mehrere Moleküle interagieren, was in der Zellmembran zur Ausbildung von homo- 
bzw. hetero-oligomeren Komplexen führt (Sargiacomo et al., 1995; Volonté et al., 
2008). Ein Teil dieses Bereichs ist auch die Scaffolding-Domäne (Li et al., 1996). Es 
sind eine Reihe von Caveolae-assoziierten Proteinen bekannt, viele davon 
Signalmoleküle wie EGFR (Couet et al., 1997a, b), die über die Scaffolding-Domäne 
direkt mit den Caveolinen interagieren. Über mehrere Palmitoylanker (Dietzen et al. 
1995), die im C-Terminus des Proteins lokalisiert sind, wird die Bindung von 
Cholesterol, einem wichtigen Faktor für die Aufrechterhaltung der caveolären 
Struktur sowie Funktion (Thomas und Smart, 2008), ermöglicht (Uittenbogaard und 
Smart, 2000). Des Weiteren sind die Palmitoylanker für den Transport von Caveolin 
aus dem Cytoplasma an die Membran notwendig.  
Der größte Teil der Caveolin-3-Proteine ist in Caveolae an der Plasmamembran 
lokalisiert (Rothberg et al., 1992), jedoch befinden sich geringere Mengen im ER, wo 
sie Homo-Oligomere von etwa 16 Molekülen bilden, und im Golgi-System (Smart et 
al., 1994; Monier et al., 1995; Kurzchalia et al., 1992). Der weitere 
Oligomerisierungprozess findet im Golgi-System und in der Plasmamembran statt 
(Sargiacomo et al., 1995). 
Caveoline werden an Serin/Threonin Stellen von PKC α und an Tyrosin von Src und 
möglicherweise von anderen Tyrosinkinasen phosphoryliert (Stan, 2005). 
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Abb.2: Schematische Struktur der drei Caveolin-Isoformen (aus Hnasko und Lisanti, 2003) 
A: Anordnung der Exons der drei Caveolin-Gene 
B: Struktur der drei Caveolin-Proteine 
FEDVIAEP: Aminosäuresequenz der „Signature“-Sequenz 
TM: Transmembran-Domäne 
 
 
1.2.1 Caveolin-1 
Als erstes Protein der Caveolin-Genfamilie wurde 1992 das Protein VIP21 von 
Kurzchalia und Mitarbeitern (Kurzchalia et al., 1992) beschrieben, die dieses aus 
Vesikeln des Trans-Golgi-Netzwerks von eukaryotischen Zellen isolierten. Nachdem 
VIP21 eine Funktion im strukturellen Aufbau der Caveolae zugewiesen wurde, erhielt 
das Protein den Namen Caveolin-1 (Way und Parton, 1995). Das Caveolin-1-Gen 
besteht aus drei Exons, die hoch konservierte Sequenzabschnitte in verschiedenen 
Spezies haben. Es wurden zwei Isoformen identifiziert, wobei die 178 Aminosäuren 
lange Form Caveolin-1α vorherrscht. Die Caveolin-1β-Form besteht aus 147 
Aminosäuren und entsteht durch eine interne Translationsinitiationsstelle (Met 32) 
(Scherer et al., 1995).  
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1.2.2 Caveolin-2 
Genau wie Caveolin-1 besteht das Caveolin-2-Gen aus drei Exons, welche ein 162 
Aminosäuren langes Protein kodieren. Seine Sequenz ist der von Caveolin-1 sehr 
ähnlich. Caveolin-2α stellt dass „full-length“ Protein dar; zwei zusätzliche trunkierte 
Isoformen Caveolin-2β und γ wurden zwar identifiziert, aber nicht weiter 
charakterisiert (Scherer et al., 1996).  
 
 
1.2.3 Caveolin-3 
Die als muskelspezifisch beschriebene Isoform der Caveolin-Proteinfamilie Caveolin-
3 (Synonym: M-Caveolin) wird sowohl von glatten und quergestreiften Muskelfasern 
als auch in Herzmuskelzellen exprimiert. In aktuelleren Veröffentlichungen wurde 
allerdings gezeigt, dass Caveolin-3 auch in anderen Zelltypen wie Astrozyten (Ikezu 
et al., 1998) nachgewiesen werden kann. In einer Studie von Lee und Mitarbeitern 
(2009) konnte das Protein im peripheren Nerven detektiert werden. Auch andere 
muskelspezifische Proteine wie z.B. Dystrophin oder Dystroglykan werden in 
Astrozyten exprimiert (Chelly et al., 1990). So könnte Caveolin-3 mit Dystroglykan 
assoziieren (Song et al., 1996) (siehe unten) und in den Astrozyten eine Rolle bei der 
Stabilisierung zellulärer Strukturen einnehmen. In peripheren Nerven scheint 
Caveolin-3 eine wichtige Rolle bei der Differenzierung und Proliferation von 
Schwannzellen zu spielen (Lee et al., 2009). Caveolin-3 ähnelt sehr stark dem 
Caveolin-1 Protein, wobei Caveolin-1 und Caveolin-3 etwa zu 65% identisch und 
etwa zu 85% ähnlich sind (Tang et al., 1996). Von Song und Mitarbeitern (1996) wird 
beschrieben, dass die Proteine am Sarkolemm lokalisiert sind, wo sie mit dem 
Dystroglykan-Komplex assoziieren (Abb.3). Dieser stellt eine Verbindung zwischen 
der Extrazellulärmatrix und dem Zytoskelett dar; Caveolin-3 scheint allerdings kein 
integraler Bestandteil des DGKs zu sein, obschon es ein Membranprotein ist. Des 
Weiteren konnte eine Interaktion von Caveolin-3 mit nNOS nachgewiesen werden, 
welches im Skelettmuskel exprimiert wird (Garcia-Cardena et al., 1997) und mit den 
Muskelfaser-Membranen assoziiert ist. Venema und Mitarbeiter (1997) konnten 
zeigen, dass Caveolin-3 die Stickoxid-Synthase direkt hemmt. Die exakte Funktion 
von Caveolin-3 im DGK ist noch nicht vollständig geklärt. Mutationen im Caveolin-3-
Gen und assoziierten Proteinen sind jedoch als Ursache von hereditären 
Muskelerkrankungen identifiziert worden (Sotgia et al., 2000). Bislang sind fünf 
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Erkrankungen der Skelettmuskulatur bekannt, die durch verschiedene Mutationen in 
diesem Gen hervorgerufen werden. Diese werden unter der Bezeichnung 
Caveolinopathien zusammengefasst: 
1) die Gliedergürtel-Muskeldystrophie Typ1C (LGMD-1C) (siehe 1.5.1.1), die 
autosomal-dominant vererbt wird und sich durch Muskelschwäche, Myalgien und 
Muskelkrämpfe auszeichnet. Histologisch zeigen sich unspezifische 
myopathische bis dystrophe Gewebsveränderungen der Skelettmuskulatur 
2) die Rippling Muscle Disease (RMD) (siehe 1.5.1.2), die autosomal-dominant 
vererbt wird und durch Übererregbarkeit der Muskeln gekennzeichnet ist 
3) die isolierte HyperCKämie (siehe 1.5.1.3) 
4) die distale Myopathie (siehe 1.5.1.4) 
5) die isolierte hypertrophe Kardiomyopathie ohne Skelettmuskelbeteiligung und 
Erhöhung des Kreatinkinase-Werts (CK-Wert) im Serum 
In den letzten Jahren zeigten Studien, dass Mutationen im Caveolin-3-Gen an der 
Ausprägung des arrhythmogenischen LongQT Syndroms (LQTS) und dem 
Plötzlichen Kindstod (SIDS) (siehe 1.5.1.5) beteiligt sind (Gazzerro et al., 2009). Bei 
allen Erkrankungen ist durch die Mutationen im Caveolin-3-Gen die Menge des 
Proteins am Sarkolemm reduziert. 
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Abb.3: Lokalisation von Caveolin-3 (aus Vorgerd et al., 2001) 
 
 
1.3 Biogenese der Caveolae 
Bisher ist der molekulare Mechanismus, der zur Caveolin-vermittelten Einstülpung 
der Plasmamembran führt, nicht vollständig geklärt. Zellen, in denen kein Caveolin 
exprimiert wird, scheinen keine Invaginationen auszubilden. Die rekombinante 
Expression von Caveolin kann jedoch zu einer de novo Synthese von Caveolae 
führen (Fra et al., 1995). Der Golgi-Apparat wird als der Ort beschrieben, an dem die 
Biogenese der Caveolen beginnt. Dadurch, dass Caveolin-1 mit Cholesterol und 
Sphingolipiden interagiert, die als wichtigste Bestandteile der Caveolae angesehen 
werden, sind die Caveolin-Oligomere dort im Golgi-System lokalisiert, wo sich 
cholesterol- und sphingolipidreiche Membran-Domänen befinden (Fra et al., 1995). 
Zwischen 14-16 Caveolin-Monomere werden im ER zu höher-molekularen 
Oligomeren verknüpft und bilden mit den neu synthetisierten Membranbereichen die 
Caveolae-Membran. Diese wird zur Plasmamembran transportiert, wo sie integriert 
wird (Minetti et al., 1998). An der Membran entstehen, je nach Cholesterol-Menge in 
der Zelle, omega-förmige Plasmamembran-Einstülpungen, die eine Größe zwischen 
50 und 100 nm aufweisen. 
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Isshiki und Anderson (1999) konnten zeigen, dass die Abnahme von Cholesterol in 
der Plasmamembran zur Abflachung oder sogar zum völligen Verschwinden von 
Caveolae führen kann. Durch das Fehlen von caveolärem Cholesterol wird Caveolin 
von der Plasmamembran in den Golgi-Apparat und das ER transportiert (Thomas 
und Smart, 2008). Demnach hat Cholesterol eine wichtige Funktion bei der 
Aufrechterhaltung der Struktur und Funktion der Caveolae. 
 
 
1.4 Funktionen der Caveolae und Caveoline 
Den Caveolae werden eine Vielzahl an Funktionen in der Zelle zugeschrieben. Dies 
sind z.B. Endozytoseprozesse sowie die Weiterleitung der aufgenommenen 
extrazellulären Moleküle in die entsprechenden Zellkompartimente, Konzentration 
und Organisation von Signalmolekülen und Regulation von Signalwegen (Isshiki und 
Anderson, 1999). Ishikawa (1968) konnte eine Beteiligung von Caveolae an der 
Entstehung des transversalen Tubulus-Systems beobachten.  
 
 
1.4.1 Caveolae und Endozytose 
Bedingt durch ihre vesikuläre Struktur bezogen sich die ersten Analysen bezüglich 
der Funktionalität der Caveolae auf endo- und transzytotische Vorgänge. Es wurden 
Mechanismen zur Internalisierung von verschiedenen Proteinen nachgewiesen, die 
sich von denen der clathrin-coated pits unterscheiden. Pelkman und Helenius (2002) 
konnten einige der Moleküle identifizieren, die über Caveolae endozytiert werden, 
wie z.B. die alkalische Phosphatase oder das Cholera-Toxin. Je nach Eigenschaft 
der zu internalisierenden Moleküle sind die molekularbiologischen Prozesse 
unterschiedlich. Die Internalisierung kann z.B. durch Phosphorylierungsprozesse 
vorangetrieben werden. Bedingung dafür ist die Aktivierung von in der Caveolae-
Membran integrierten Signalmolekülen wie z.B. Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) 
durch ihre entsprechenden Liganden.  
Henley und Mitarbeiter (1998) konnten zeigen, dass bei der Abschnürung der 
Caveolin-Vesikel in das Zytosol die GTPase Dynamin beteiligt ist. Dieses Protein 
spielt ebenfalls bei der liganden-abhängigen Endozytose des Neurotrophin-
Rezeptors TrkA eine wichtige Rolle (Zhang et al., 2000). Nach der vollständigen 
Abschnürung der Vesikel von der Plasmamembran werden diese zum sogenannten 
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Caveosom transportiert (Anderson, et al., 1992b). Von dort aus gelangen die 
internalisierten Moleküle dann zum ER, zum Golgi, zum Lysosom oder anderen 
Zellorganellen. 
 
 
1.4.2 Signaltransduktion 
Mit Hilfe von Methoden wie der Dichtegradienten-Zentrifugation konnte gezeigt 
werden, dass neben Caveolin, Sphingolipiden und Cholesterol verschiedene andere 
Proteine, die an Signaltransduktionskaskaden beteiligt sind, in Caveolae lokalisiert 
sind (Lisanti et al., 1999). Es sind etwa 30 Caveolae-assoziierte Moleküle 
beschrieben, die konzentriert in der Plasmamembran der Invaginationen integriert 
vorliegen und von denen eine große Zahl direkt mit Caveolin-1 interagiert (Smart et 
al., 1999). Zu den Caveolin-Interaktoren gehören beispielsweise Rezeptor-Tyrosin-
kinasen wie der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR), TrkA und c-Neu, 
sowie Mitogen-aktivierte Proteinkinasen wie MEK1/2 und ERK1/2, G-Protein 
gekoppelte Rezeptoren und NO-Synthasen und Proteinkinasen A und C. Alle 
Moleküle weisen eine homologe Konsensus-Sequenz auf, durch die die Bindung an 
eine Caveolin-Bindungsstelle ermöglicht wird (Couet et al., 1997a). Die Interaktions-
prozesse sind streng reguliert und dienen bei Abwesenheit eines Liganden zur 
Erhaltung des inaktiven Zustands des Signalwegs oder bei erfolgter Stimulation zu 
einer Begrenzung der Signalweiterleitung.  
Einer der am besten untersuchten inhibitorischen Einflüsse von Caveolinen ist der 
von Caveolin-1 auf den EGF-Signalweg. Nach der Bindung des Liganden EGF an die 
Rezeptor-Tyrosinkinase EGFR kommt es zur Dimerisierung des Rezeptors, welche 
eine Autophosphorylierung spezifischer zytoplasmatisch gelegener Tyrosinreste 
nach sich zieht. Diese dienen als Bindungsstellen für Moleküle, die dann die Kinasen 
MEK1/2 rekrutieren und aktivieren. Durch MEK1/2 wird der „Downstream“-Faktor 
ERK1/2 aktiviert, der wiederum eine Vielzahl von Proteinen wie z.B. 
Transkriptionsfaktoren phosphorylieren kann. In Fibroblasten konnte gezeigt werden, 
welche Einflüsse Caveolin-1 auf EGFR (Couet et al., 1997b), MEK1/2 und ERK1/2 
(Engelman et al., 1998) hat. Park und Mitarbeiter (2000) beschrieben, dass in 
seneszenten Fibroblasten, die eine hohe Caveolin-Expression aufweisen, ERK1/2 
nicht mehr phosphoryliert werden kann, nachdem der EGF-Signalweg angeschaltet 
wird. In früheren Zellstadien, bei denen die Caveolin-Expression geringer ist, kann 
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eine starke, durch EGF-Stimulation induzierte, Phosphorylierung von ERK1/2 
detektiert werden. Des Weiteren konnten Galbiati und Mitarbeiter (1998) zeigen, 
dass es, wenn die Caveolin-1-Expression abnimmt, zu einer konstitutiven Aktivierung 
des MAP-Kinase-Signalwegs kommt.  
 
 
1.4.2.1 Struktur und Funktion des EGF-Rezeptors 
Der EGFR-Signalweg ist ein wichtiger Mediator der Onkogenese, der Proliferation 
und des Zell-Überlebens (Wells, 1999). Dieser Rezeptor wird in allen epidermalen 
und stromalen Zellen sowie einigen glialen und glatten Muskelzellen exprimiert und 
hat verschiedene Liganden eingeschlossen EGF selbst, TGF-α etc. (Wells, 1999). Es 
werden neun Phosphorylierungsstellen in EGFR beschrieben, die auf verschiedene 
Weise die Aktivität von „Downstream“-Signalwegen regulieren (Ono und Kuwano, 
2006). Zum einen ist dies der p42/44 mitogen-aktiviertes Proteinkinase Signalweg 
(MAPK) Weg (Abb.4). Er beginnt mit der Rekrutierung von Grb2, das eine SH2-
Domäne enthält und entweder direkt an das phosphorylierte EGFR oder an Shc 
binden kann. Grb2 ist mit SOS, einem Ras Guaninnukleotid-Austauschfaktor, 
verbunden, der dann membranassoziiertes Ras aktivieren kann (Jorissen et al., 
2003). Ras wird durch den Austausch von seinem assoziierten GDP mit GTP aktiviert 
und induziert im Gegenzug Raf-1, eine Serin/Threonin-Kinase. Durch die Aktivierung 
von Raf-1 wird der MAPK Signalweg induziert. Dies beinhaltet die Phosphorylierung 
von MEK (MAP Kinase Kinase) und die Aktivierung und Translokation von Erk1 und 
Erk2 zum Zellkern, wo sie Transkriptionsfaktoren wie Elk phosphorylieren und Zell-
Proliferation sowie Mobilität stimulieren. Andere Effektoren des EGF-Rezeptors 
beinhalten die Phospholipase Cγ (PLCγ), Phospholipase D (PLD) und 
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K). PLCγ hydrolysiert Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2), wodurch DAG und Inositol 1,3,5-trisphosphat (IP3) entstehen. 
Dadurch werden verschiedene Kalzium-abhängige Enzyme und „Downstream“-
Signalwege angeschaltet (Jorissen et al., 2003). PLCγ kann außerdem Aktin-
modifizierende Proteine mobilisieren und Zellmotilität verstärken (Wells, 1999). PLD 
hydrolysiert Phosphatidylcholin zu Cholin und Phosphatidsäure (PA). PA aktiviert 
mTOR (mammalian target of rapamycin), welches wiederum die ribosomale Protein 
S6 Kinase (S6K1) aktiviert, die das S6 Protein anschaltet und dadurch zum 
Zellwachstum führt. Der Faktor PI3K phosphoryliert PIP2 zu Phosphatidylinositol-
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3,4,5-trisphosphat (PIP3), welches durch SH2-enthaltende Inositol-5-Phosphatase 
(SHIP) (Chan et al., 2001; Scheid et al., 2002) in Phosphatidyl-3,4-bisphosphat 
(PI(3,4)P2) umgewandelt wird. PIP3 und PI(3,4)P2 stimulieren die Aktivität der 
Serin/Threonin-Kinase Akt. Für die Aktivierung von Akt ist seine Phosphorylierung an 
Threonin 308 durch die Phosphoinositid-abhängige Kinase-1 (PDK1), einem von 
PIP3 aktiviertem Enzym, notwendig. Die Phosphorylierung an Serin 473 wird durch 
den ric-tor-mTOR Komplex kontrolliert (Sarbassov et al., 2005). Akt kann Proteine 
wie CREB (cAMP response element binding protein), Pro-Caspase-9 und BAD 
phosphorylieren und ist an der Regulation von Apoptose, Genexpression und 
Zellproliferation beteiligt (Chan et al., 2001). 
 
 
 
Abb.4: EGF-Rezeptor-Signalwege (aus El-Rayes and LoRusso, 2004) 
 
 
1.4.2.2 Caveoline und EGFR 
Es gibt viele Hinweise darauf, dass die Caveolae eine negative regulatorische Rolle 
in Bezug auf die Signaltransduktion von EGFR annehmen. Couet und Mitarbeiter 
(1997b) postulierten, dass die Scaffolding-Domäne von Caveolin-1 die EGFR-Kinase 
in einer inaktiven Konformation hält. Möglicherweise kann die Bindung von Caveolin 
die Dimerisierung des Rezeptors sowie die folgende Transphosphorylierung 
verhindern. Sie konnten des Weiteren zeigen, dass EGFR mit Caveolin-1 
coimmunopräzipitiert und dass die Scaffolding-Domäne von Caveolin-1 (Reste-82-
101) in vitro an EGFR binden kann. Dies gilt ebenfalls für Caveolin-3; die Kinase-
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Domäne des EGF-Rezeptors kann jedoch nicht mit Caveolin-2 interagieren (Couet et 
al., 1997b). Es wurde in der cytoplasmatischen Kinase-Domäne von EGFR ein 
Caveolin-Bindemotiv identifiziert, welches in den meisten Rezeptor-Tyrosinkinasen 
konserviert ist. Caveolin-1- sowie Caveolin-3-Expression inhibieren ebenfalls die 
Aktivität von Raf-1, MEK-1, und ERK2. Zusätzlich führt die Verminderung der 
Expression von Caveolin-1 zur Hyperaktivierung der gleichen Kinase-Kaskade 
(Galbiati et al., 1998). 
 
 
1.4.2.3 Struktur und Funktion des Nervenwachstumsfaktor-(NGF)-Rezeptors 
TrkA und p75NTR 
NGF ist ein Mitglied der Neurotrophin-Familie der Wachstumsfaktoren, welcher zwei 
Rezeptoren aktivieren kann: TrkA (Tropomyosin related kinase A) und den p75 
Neurotrophinrezeptor (p75NTR) (Abb.5). TrkA ist eine Rezeptortyrosin-Kinase (RTK), 
die durch die Bindung von NGF das Überleben von Zellen vermittelt, und p75NTR ist 
ein Mitglied der Tumornekrosefaktorrezeptor-Familie (TNFR), der Apoptose-
Prozesse (Wiesmann und de Vos, 2001) auslöst.  
Die Neurotrophinbindung führt zu einer Dimerisierung des Trk-Rezeptors und 
Transphosphorylierung an spezifischen Tyrosin-Resten, was die Aktivierung 
verschiedener Downstream-Signalkaskaden nach sich zieht (Jing et al., 1992; 
Kaplan und Stephens, 1994). Nach Phosphorylierung des Rezeptors TrkA kann 
dieser mit dem Adapterprotein Shc, dem kleinen G-Protein Ras, PI3K und PLCγ an 
dessen Tyrosinresten Y490 und Y785 assoziieren, wodurch der Ras/MAPK 
(mitogen-activated protein kinase) Signalweg induziert wird (Kaplan und Stephens, 
1994; Chao, 2003). Durch die Bindung von Shc und Grb2 wird SOS aktiviert. Dieser 
schaltet Ras an (Stephens et al., 1994), der zur Aktivierung von Raf-1 und B-Raf 
führt. Der Signalweg endet in der Aktivierung der mitogen-activated protein kinases 
(MAPK) und der extracellular signal-regulated kinases (ERK), die für die 
Differenzierung und das Überleben der Zellen verantwortlich sind. Die Aktivierung 
von PLCγ über Tyrosinphosphate (Vetter et al., 1991) (an Y785) führt zur Hydrolyse 
von Phosphoinositolen zu Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). 
IP3 führt zur Freisetzung von Kalzium-Ionen aus dem ER, wodurch die Ca2+-
Calmodulin-regulierte Protein-Kinase (CaM-Kinase) aktiviert wird. DAG hingegen 
stimuliert die Protein-Kinase C delta (PKCγ), die den MAP-Kinase-Weg aktiviert. Der 
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Phosphatidylinositol-3-(PI3)-Kinase-Signalweg kann entweder über die GTPase Ras 
oder die Faktoren Shc und Grb aktiviert werden. Grb2 assoziiert mit Gab1 wodurch 
die PI3-Kinase aktiviert wird (Holgado-Madruga et al., 1997). Durch die Aktivierung 
der PI3-Kinase wird die Serin-Threonin-Kinase Akt stimuliert, die auch als 
Proteinkinase B (PKB) bezeichnet wird. Der PI3-Kinase/Akt-Weg stellt den 
wichtigsten Signalweg für die Vermittlung von Überlebenssignalen dar (Vaillant et al., 
1999). TrkA-Aktivierung initiiert auch den Phosphoinositol-Signalweg über die PI3-
Kinase (York et al., 2000). Diese Transduktionsmechanismen sind beispielsweise in 
die Proliferation von Atemwegsmuskelzellen involviert, die durch Wachstumsfaktoren 
wie EGF oder PDGF induziert wird (Freund-Michel et al., 2006).  
Neurotrophin-vermittelte Apoptose-Signale werden durch den weniger spezifischen 
Rezeptor p75NTR ausgelöst (Bredesen und Rabizadeh, 1997; Kaplan und Miller, 
1997). Möglicherweise wird der pro-apoptotische Effekt durch die hydrolytische 
Spaltung von Sphingomyelin zu Ceramid vermittelt, welches bei der Hydrolyse von 
Sphingomyelin entsteht (Dobrowsky et al., 1994). Die Aktivierung von p75NTR führt 
zur Stimulation des JNK (Jun N-terminale Kinase) Signalwegs und der des 
Transkriptionsfaktors NF-κB (Barrett, 2000). 
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Abb.5: Signalwege von TrkA und p75NTR (aus Reichardt 2006)  
 
 
1.4.2.4 Caveoline und TrkA 
Der Einfluss von Caveolinen auf das Signalling von TrkA ist weitestgehend 
unerforscht. Bilderback und Mitarbeiter (1999) sowie Kaplan und Stephens (1994) 
konnten lediglich zeigen, dass TrkA spezifisch mit Caveolin-1 interagiert, wodurch die 
NGF-induzierte Phosphorylierung des Rezeptors und damit die Signaltransduktion, 
die im Folgenden Zelldifferenzierung auslöst, verhindert wird. Wird Caveolin-1 in 
PC12 Zellen überexprimiert, verhindert dies die Ausbildung von Neuriten und blockt 
die verlängerte TrkA-Phosphorylierung als Antwort auf NGF (Bilderback et al., 1999). 
 
 
1.4.2.5 Struktur und Funktion des IL-6-Rezeptors 
IL-6 ist ein pleiotropes pro-inflammatorisches Zytokin, welches in verschiedenen 
Zelltypen wie z.B. Astrozyten, Fibroblasten, Muskelzellen produziert wird und eine 
wichtige Rolle in der Pathogenese von systemischen Erkrankungen wie der Sepsis 
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(Bastard et al., 2006) spielt. Das Zytokin ist ein von T-Zellen sezernierter Faktor, der 
die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen induziert. In Kombination mit 
Glucocorticoiden ist IL-6 ein Hauptmediator der Akute-Phase-Reaktion (Gauldie et 
al., 1987; Heinrich et al., 1990). Der IL-6-Rezeptor ist ein Typ-I-Transmembranprotein 
und besitzt einen extrazellulären N-Terminus und einen zytoplasmatischen C-
Terminus (Abb.6). Er gehört strukturell zur Klasse-1-Zytokin-Rezeptorfamilie 
(hematopoietic growth factor receptor family), die sich durch homologe Sequenzen 
im extrazellulären Bereich auszeichnen (Bazan, 1990). Im Jahre 1994 wurde gezeigt, 
dass die Signaltransduktion der IL-6-Typ-Zytokine über Tyrosinkinasen der Jak-
Familie und Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie stattfindet (Lütticken et al., 
1994). Die gp130-assoziierten Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2 werden durch 
Stimulation aktiviert und gp130 phosphoryliert. Einige Phosphotyrosin-Reste von 
gp130 stellen Bindestellen für STAT-Faktoren wie z.B. STAT3 und STAT1 dar (Stahl 
et al., 1995). Die Bindungsstellen tragen spezifische SH2-Domänen. Anschließend 
werden die STATs phosphoryliert und als Dimere in den Nukleus transloziert, wo sie 
die Transkription der entsprechenden Zielgene regulieren. Die Tyrosin-Phosphatase 
SHP2 kann ebenfalls an phosphoryliertes gp130 binden (Stahl et al., 1995), wodurch 
möglicherweise eine Verbindung zum mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
Signalweg geschaffen wird. Dieser kann ebenfalls durch IL-6-Typ-Zytokin-Stimulation 
aktiviert werden.  
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Abb.6: IL-6-Rezeptor-Signalweg 
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1.4.2.6 Caveoline und IL-6-Rezeptor 
Über den Einfluss von Caveolin auf die Signaltransduktion von IL-6 ist wenig 
bekannt. Podar und Mitarbeiter (2002) konnten zeigen, dass der IL-6-
Signalüberträger gp130 in einer multiplen Myelomzelllinie mit Caveolin-1 kolokalisiert 
und dass dementsprechend Caveolin-1 eine wichtige funktionelle Rolle bei den durch 
IL-6 ausgelösten Downstream-Signalen zu spielen scheint.  
 
 
1.5 Muskeldystrophie 
Unter der Bezeichnung Muskeldystrophie wird eine Reihe von pathogenetisch 
heterogenen Myopathien zusammengefasst, die durch eine progrediente, meist 
symmetrisch ausgebildete erbliche Muskelschwäche mit Muskelfasernekrosen 
gekennzeichnet sind. Die Degeneration der Muskelfasern ist genetisch determiniert. 
Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind über 30 Formen der Muskeldystrophie bekannt. Bei 
den meisten Erkrankungen konnte die kausale Veränderung des Genlokus bereits 
detektiert werden. Die Muskeldystrophien unterscheiden sich entsprechend der 
zuerst betroffenen Körperregion, des Erbgangs, des Erkrankungsalters und des 
Verlaufs der Erkrankung. Sie sind nicht heilbar und enden oft nach jahrzehntelanger 
Dauer tödlich. Die Symptome lassen sich jedoch erfolgreich behandeln. Es kommt 
allerdings durch den Muskelschwund zu einer stetig zunehmenden Beeinträchtigung 
der Lebensqualität. 
Bei den am häufigsten vorkommenden Muskelerkrankungen handelt es sich um die 
Dystrophinopathien vom Typ Duchenne und vom Typ Becker-Kiener. Beide Formen 
werden X-chromosomal-rezessiv vererbt. Dementsprechend erkranken fast 
ausschließlich Männer. Die Lokalisation der Mutation in dem Dystrophin-Gen 
bestimmt die Ausprägung des Phänotyps. Wird das Leseraster durch die Mutation 
verschoben und somit das Dystrophin deletiert, entstehen schwere Verläufe 
(Duchenne-Typ). Bleibt trotz Mutation der Leserahmen erhalten, entsteht ein 
kleineres Protein. Es kommt zu einem milderen Verlauf der Muskeldystrophie 
(Becker-Kiener-Typ). Weitere Muskeldystrophien sind die Gliedergürtel-
Muskeldystrophien (LGMDs), die Fazio-Skapulo-Humorale Muskeldystrophie 
(FSHD), die Okulopharyngeale Muskeldystrophie und die heterogene Gruppe der 
kongenitalen Muskeldystrophien (MDCs). 
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1.5.1 Caveolinopathien 
Die Muskelerkrankungen bei denen Mutationen im Caveolin-3-Gen beteiligt sind, 
werden als Caveolinopathien bezeichnet. Mittlerweile sind etwa 30 Mutationen in 
dem Gen identifiziert worden (siehe Tab.1) (Gazzerro et al., 2009). Diese können 
zu vier verschiedenen Muskelphänotypen führen: zur Rippling Muscle Disease 
(RMD), zur Gliedergürtel-Muskeldystrophie (LGMD), zur isolierten HyperCKämie 
und zur Distalen Myopathie. Neuere Studien stellen auch einen Zusammenhang 
zwischen Mutationen im Caveolin-3-Gen und dem LongQT Syndom sowie dem 
Plötzlichen Kindstod her. Einige Autoren beschreiben Caveolinopathien als 
sogenanntes „klinisches Kontinuum“, da viele Patienten Überlappungen der 
Phänotypen zeigen (Kubisch, et al., 2003). Nach Fulizio und Mitarbeitern (2005) 
ist es nicht möglich Genotyp-Phänotyp-Korrelationen bei Caveolinopathien zu 
etablieren, da Studien zeigen konnten, dass ein und dieselbe Mutation zu 
heterogenen klinischen Erkrankungen und histopathologischen Veränderungen 
des Muskels führen kann. 
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Tab.1: Übersicht über bekannte Mutationen im Caveolin-3-Gen (aus Gazzerro et al., 2009) 
 
 
1.5.1.1 Gliedergürtel-Muskeldystrophie (LGMD) 
Die Gliedergürtel-Muskeldystrophien (Limb-Girdle Muscular Dystrophy; LGMD) sind 
sehr heterogene progressive Muskeldystrophien, die hauptsächlich die Becken- oder 
Schultergürtel-Muskulatur betreffen und nach dem Alter des Auftretens voneinander 
unterschieden werden. Mit einer Prävalenz von 8-11 auf eine Million Einwohner 
gehören sie zu den seltenen Erkrankungen. Bei der LGMD werden drei verschiedene 
Zeitpunkte des Ausbruchs der Erkrankung beschrieben; zum einen im späten 
Kindesalter mit schwerem Krankheitsverlauf, zum anderen während der Jugend oder 
im Erwachsenenalter mit langsamer und leichter Progredienz. Neben der Variabilität 
an Erkrankungsausbrüchen scheint auch das Spektrum der Schweregrade der 
Erkrankung sehr variabel zu sein (Vainzof und Zatz, 2003). Die Vererbung der 
Gliedergürtel-Muskeldystrophien kann autosomal-dominant (LGMD Typ1) oder 
autosomal-rezessiv (LGMD Typ2) sein, wobei in Bezug auf die Häufigkeiten die 
autosomal-rezessiven Formen den größten Teil ausmachen. Die rezessiven Formen 
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der LGMD kommen mit einer Häufigkeit von etwa 10% vor (Bushby und Beckmann, 
1995).  
Mittlerweile sind mindestens sechs autosomal-dominante (LGMD Typ1) und zehn 
autosomal-rezessive (LGMD Typ2) Gliedergürtel-Muskeldystrophien definiert 
(Tab.2a, b). 
 
LGMD Typ1 
Muskeldystrophie Genlokus Protein Lokalisation 
LGMD 1A 5q22-q34 Myotilin Sarkomer 
LGMD 1B 1q11-q21 Lamin A/C Nukleus 
LGMD 1C 3p25 Caveolin-3 Plasmamembran 
LGMD 1D 6q23 ? ? 
LGMD 1E 7q ? ? 
LGMD 1F 7q ? ? 
 
LGMD Typ 2 
Muskeldystrophie Genlokus Protein Lokalisation 
LGMD 2A 15q15.1-q21.1 Calpain-3 Cytosol 
LGMD 2B/MM 2p13 Dysferlin Plasmamembran 
LGMD 2C 13q12 γ-Sarkoglykan Plasmamembran 
LGMD 2D 17q21-q21.33 α-Sarkoglykan Plasmamembran 
LGMD 2E 4q12 β-Sarkoglykan Plasmamembran 
LGMD 2F 5q33-q34 δ-Sarkoglykan Plasmamembran 
LGMD 2G 17q11-q12 Telethonin Sarkomer 
LGMD 2H 9q31-q34.1 TRIM 32 Cytosol 
LGMD 2I/CMD1C 19q13.3 FKRP Cytosol 
LGMD 2J 2q Titin Sarkomer 
 
Tab.2a, b: Übersicht über autosomal-dominante und rezessive Gliedergürtel-Muskel-
dystrophien nach Vainzof und Zatz 2003; Laval und Bushby 2004 
 
Mit Hilfe molekulargenetischer Methoden konnten Genotyp-Phänotyp-Korrelationen 
ausgemacht werden, bei denen jeder genetisch definierten Gliedergürtel-
Muskeldystrophie ein entsprechender Phänotyp zugeordnet werden konnte (Bushby 
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und Beckmann, 1995), wobei jedoch intrafamiliäre Variabilitäten miteinbezogen 
werden müssen (Beckmann, 1999). Histologische Analysen von LGMD-1C-
Muskelbiopsien zeigten degenerierende Muskelfasern variabler Größe, die eine 
erhöhte Anzahl von zentralständigen Kernen und eine geringe Vermehrung des 
Bindegewebes (Figarella-Branger et al., 2003; Gazzerro et al., 2009) aufwiesen. 
Immunhistochemisch konnte des Weiteren eine Reduktion des Caveolin-3-Proteins 
von bis zu 95% nachgewiesen werden (Minetti et al., 1998). 
 
 
1.5.1.2 Rippling Muscle Disease (RMD) 
Die hereditäre Rippling Muscle Disease (RMD) ist eine autosomal-dominante 
Erkrankung (Torbergsen, 2002), die sich durch mechanisch getriggerte 
Kontraktionen der Skelettmuskeln auszeichnet. Erstmals wurde diese Form der 
Caveolinopathien von Torbergsen im Jahre 1975 beschrieben. Die untersuchten 
Patienten schienen unter einer Myotonie mit muskulärer Hypertrophie und 
Hyperirritabilität in 3 Generationen zu leiden (mit „male-to-male“ Übertragung). Bei 
der RMD können durch mechanische Stimulationen elektrisch stumme 
Muskelkontraktionen ohne im EMG detektierbares Aktionspotential entstehen, die 
sich über die benachbarten Fasern verteilen, wodurch sogenannte „ripples“ sichtbar 
werden.  
Als Symptome der Erkrankung werden Muskelkrämpfe, belastungsabhängige 
Muskelschmerzen und Muskelsteifheit sowohl in Ruhe als auch bei Belastung 
angegeben. Laborchemisch lässt sich ein erhöhter CK-Wert im Serum der Patienten 
feststellen. 
Zur Phänotypisierung der RMD werden folgende Kriterien herangezogen: 
1) PIRC (Percussion-Pressur-Induced Rapid Muscle Contractions: durch 
Perkussion oder mechanischen Druck ausgelöste schnelle 
Muskelkontraktionen) in mehr als einem Muskel der oberen und unteren 
Extremitäten bei normalem Muskeldehnungsreflex ohne myotone Serien im 
Elektromyogramm.  
2) Erhöhter CK-Wert im Serum, sogenanntes „muscle mounding“ und rippling 
muscle  
Nach Vorgerd und Mitarbeitern (1999) liegt eine RMD vor, wenn diese beiden 
Kriterien erfüllt werden. Der klinische Verlauf der Erkrankung ist sehr verschieden. 
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Neben den Symptomen der RMD können zusätzlich Paresen oder Muskelatrophien 
auftreten, welche die Patienten stärker beeinträchtigen. Trotzdem wird die Prognose 
aber als gutartig bezeichnet. Da eine kausale Behandlung der Erkrankung nicht 
möglich ist, ist die Therapie der RMD symptomgerichtet. Histopathologisch ist die 
Rippling Muscle Disease durch atrophische Fasern gekennzeichnet, die variable 
Größen aufweisen. Des Weiteren ist eine steigende Anzahl von zentralständigen 
Kernen nachweisbar. 
 
 
1.5.1.3 HyperCKämie 
Die HyperCKämie, bedingt durch Mutationen im Caveolin-3-Gen, zeichnet sich durch 
erhöhte Kreatinkinase-Werte im Serum der Patienten aus. Es sind Fälle beschrieben, 
bei denen der CK-Wert 26-fach bis 50-fach erhöht ist. Carbone und Mitarbeiter 
(2000) beschrieben, dass die sporadischen Formen der HyperCKämie durch nur 
geringfügige Variabilitäten der Muskelfasern gekennzeichnet sind, wohingegen bei 
der familiären HyperCKämie eine erhebliche Variationsbreite der Muskelfaserkaliber 
mit einer vermehrten Anzahl zentralständiger Kerne sowie hypertrophischen Fasern 
nachgewiesen werden kann. 
 
 
1.5.1.4 Distale Myopathie 
Bei den distalen Myopathien handelt es sich um eine heterogene Gruppe sowohl 
autosomal-dominant als auch autosomal-rezessiv vererblicher Erkrankungen mit 
progredienter Muskelschwäche der unteren und oberen Gliedmaßen. Die Formen 
der Erkrankung lassen sich anhand von Manifestationsalter, Vererbungsmodus und 
Erbgang voneinander abgrenzen (Berlit, 1999). Die histopathologischen 
Veränderungen bei Distaler Myopathie aufgrund von Caveolin-3-Mutationen 
umfassen milde Variationen in der Größe der Muskelfasern, einer erhöhten Anzahl 
zentralständiger Nuklei und einer Prädominanz von Typ1-Fasern (Tateyama et al., 
2002). 
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1.5.1.5 LongQT Syndrom und Plötzlicher Kindstod 
Der Plötzliche Kindstod ist eine maßgebliche Ursache für das Sterben von 
Säuglingen innerhalb des ersten Lebensjahres. Etwa 5-10% der Fälle werden durch 
LongQT Syndrom-assoziierte Mutationen bedingt (Cronk et al., 2007). Neuere 
Studien konnten zeigen, dass die kardialen Natrium-Kanäle, die für die Dysfunktion 
des Ionenstroms verantwortlich gemacht werden, in Caveolae lokalisiert sind. Dies 
lässt vermuten, dass Mutationen im Caveolin-3-Gen möglicherweise eine Rolle in der 
Pathologie der Erkrankung spielen (Vatta et al., 2006).  
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1.6 Zielsetzung der Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die funktionelle Analyse von vier verschiedenen 
Punktmutationen im Caveolin-3-Gen, die für verschiedene Caveolinopathien wie die 
Gliedergürtel-Muskeldystrophie Typ1C oder die Rippling Muscle Disease 
verantwortlich sind. Die untersuchten Mutationen R26Q, P28L, A45T und G55S sind 
im N-Terminalen Bereich des Caveolin-3-Proteins lokalisiert. Die Punktmutation 
A45T liegt in der sogenannten „Signature“-Sequenz, die konserviert in allen 
Isoformen der Caveolin-Familie vorliegt. G55S ist in der Scaffolding-Domäne des 
Proteins lokalisiert, über die Caveolin-3 mit einer Reihe von Signalmolekülen 
interagieren kann. 
 
Zum Einen sollte aufgeklärt werden, wo die mutierten Proteine in der Zelle lokalisiert 
werden und ob sie sich, wie bereits für die Mutation P104L beschrieben (Galbiati et 
al., 1999b), dominant-negativ verhalten. Zum anderen stellte sich die Frage, 
inwieweit zwei der Mutationen (R26Q und P28L) Einfluss auf die drei 
Rezeptormoleküle EGFR, TrkA und IL-6 nehmen können, da Caveolin-3 ein 
struktureller Bestandteil von Caveolae ist, in denen eine große Zahl an 
Signalmolekülen aufkonzentriert vorliegt. Von den Mutationen wurden R26Q und 
P28L zur Untersuchung des Einflusses auf die Rezeptoren ausgewählt, da sie trotz 
ihrer räumlichen Nähe zu stark verschiedenen Phänotypen der Erkrankung führen 
können. Die Mutation R26Q ist für die Ausbildung einer Rippling Muscle Disease 
oder der Gliedergürtel-Muskeldystrophie Typ1C verantwortlich, wohingegen die 
Mutation P28L lediglich eine HyperCKämie nach sich zieht.  
 
Initial sollte mit Hilfe von Transfektion und anschließenden Western Blot-Analysen 
untersucht werden, ob die Signaltransduktion sowie die Internalisierung von EGFR 
durch Mutationen im Caveolin-3-Gen beeinträchtigt werden. Der EGF-Rezeptor spielt 
eine wichtige Rolle bei Proliferations- und Regenerationsprozessen in Myoblasten 
(Chen et al., 1995). In Expressionsstudien konnte gezeigt werden, dass Caveolin-3 
nicht nur von Muskelfasern, sondern auch von Astrozyten und Schwannschen Zellen 
exprimiert wird (Kawahara 2004, Lee et al., 2008). Dies lässt vermuten, dass 
Caveolin-3-Mutationen nicht nur Auswirkungen auf Muskelfasern, sondern auch auf 
primäre Gliazellen haben können. Tatsächlich wurde am Institut in Biopsiematerial 
eines R26Q-Caveolinopathie-Patienten eine ausgeprägte Neuropathie nach-
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gewiesen. Analog zu den EGF-Rezeptor-Analysen wurde daher untersucht in 
welcher Weise die Mutationen im Caveolin-3-Gen die Signaltransduktion sowie die 
Internalisierung der Neurotrophin-Rezeptor-Tyrosinkinase TrkA beeinträchtigen, da 
dieser in Muskelgewebe exprimiert wird (Shibayama et al. 1996).  
 
Anschließend war zur Vervollständigung der Analysen verschiedener Rezeptortypen 
die Untersuchung des IL-6-Rezeptors geplant. Statt des Western Blots sollte hierbei 
jedoch ein bereits etablierter Reportergen Assay verwendet werden (Lehmann et al., 
2006). 
 
Um die erhaltenen in vitro Daten zu verifizieren, schließlich ein Modell etabliert 
werden, in dem die untersuchten Caveolin-3-Konstrukte mittels Elektroporation in 
den Musculus tibialis anterior von Lewis-Ratten eingebracht werden sollten, um so 
die Effekte der Mutationen auf den Muskel in vivo zu untersuchen. 
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2 Material und Methoden 
 
 
2.1 Verwendete Materialien 
Alle nicht in den folgenden Tabellen aufgeführten Materialien werden im 
Methodenteil erwähnt. 
 
 
2.1.1 Geräte 
Agarosegel-System Bluemarine 200 Serva, Heidelberg, D 
Autoklav Hiclave HV-50 HMC, Saitama, J 
Brutschrank (Bakterien) HB-1D Techne, Jahnsdorf, D 
Brutschrank (Zellkultur) Function Line Heraeus, Hanau, D 
Gel-Dokumentationssystem EpiChem II Darkroom 
GelPro Analyzer 4.0 
Intas, Göttingen, D 
Heizblock Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg, D 
Kühl-/Gefrierschränke KUL16140 
KGP33330 
HeraFreeze 
HFC286 basic (-80°C) 
Bosch, Stuttgart, D 
Bosch, Stuttgart, D 
 
Heraeus, Hanau, D 
Microplate-Reader Microplate-Reader 
Benchmark 
Bio-Rad, Hercules, USA 
Mikroskop Axiovert 200M 
Apotome-Modul 
Filter-Sets 01, 09, 15 
AxioCam MRm 
Carl Zeiss, Jena, D 
Mikrowelle  Bosch, D 
pH-Meter pH211 Hanna Instruments, 
Woonsocket, USA 
Photometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg, D 
Pipetten Pipetman P10, P20, 
P100, P200, P1000 
Gilson, Middleton, USA 
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Pipettierhilfen AccuJet, AccuJet Pro 
Easypet 
Brand, Wertheim, D 
Eppendorf, Hamburg, D 
Power Supplies 2301 Macrodrive 1 
Blue Power 500 
EPS 301 
LKB, Bromma, S 
Serva, Heidelberg, D 
Amersham, 
Buckinghamshire, GB 
Rührer  MR3000 
MR3001 
Heidolph, Schwabach, D 
Schüttel-Inkubator Innova 4080 New Brunswick Scientific, 
Edison, USA 
PAA-Gel-System SE 260 Mighty Small II Hoefer, San Francisco, 
USA 
Schüttler 3011 
Polymax 1040 
KL2 
 
TPM2 
Vibrax VXR basic 
GFL, Burgwedel, D 
Heidolph, Schwabach, D 
Edmund Bühler, Hechingen, 
D 
Sarstedt, Nümbrecht, D 
IKA, Staufen, D 
Sequenzierer (DNA)  ABI Prism 310 Applied Biosystems, 
Darmstadt, D 
Sonificator Ultrasonic processor Geneq Inc., Montréal, CDN 
Steril-Arbeitsbank Herasafe HS12 Heraeus, Hanau, D 
Stickstoff-Tank 750RS Taylor Wharton, Theodore, 
USA 
Thermo-Cycler GeneAMP 
PCR System 9700 
Applied Biosystems, 
Darmstadt, D 
Trockenschrank B5050E Heraeus, Hanau, D 
Vortex-Schüttler Vibrofix VF1 IKA, Staufen, D 
Waagen CP2202S 
BP101S 
Sartorius, Göttingen, D 
Wasseraufreinigungsanlage Milli-Q Biocell A10 Millipore, Billerica, USA 
Wasserbad Typ 1002 GFL, Burgwedel, D 
Western Blot System XCell II Blot Module 
Xcell Sure Lock 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
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Novex Minicell 
Zentrifugen Biofuge 13 
Centrifuge 5804R 
FugeOne 
Labofuge GL 
Megafuge 1.0 R 
Heraeus, Hanau, D 
Eppendorf, Hamburg, D 
Starlab, Ahrensburg, D 
 
Heraeus, Hanau, D 
 
Tab.3: Geräte 
 
 
2.1.2 Software 
Adobe Photoshop  Microsoft, Redmond, USA 
AxioVision Viewer Rel. 4.5 Carl Zeiss, Jena, D 
AxioVision LE Rel. 4.5  Carl Zeiss, Jena, D 
Microplate Manager 4.0 Bio-Rad, Hercules, USA 
GelPro Analyzer 4.0  Intas, Göttingen, D 
ABI Prism ® Collection Software Applied Biosystems, Darmstadt, D 
 
Tab.4: Software 
 
 
2.1.3 Verbrauchsmaterial 
Bakterien-Kulturröhrchen 14 ml Greiner, Kremsmünster, D 
CL-Xposure Röntgen-Film Pierce, Rockford, USA 
Deckgläser rund, 12 mm, Nr. 1 Menzel, Braunschweig, D 
Immobilon-P PVDF-Membran Millipore, Billerica, USA 
Protran Nitrozellulose-Membran Whatman, Middlesex, UK 
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml VWR, Darmstadt, D 
Zellkulturschalen, 100x20 mm, Polystyrol BD, Franklin Lakes, USA 
Sarstedt, Nümbrecht, D 
Zellkulturschalen, 24-Well-Format, 
Polystyrol 
BD, Franklin Lakes, USA 
Sarstedt, Nümbrecht, D 
 
Tab.5: Verbrauchsmaterial 
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Weiteres Verbrauchsmaterial, welches nicht in der Tab.5 aufgeführt wurde, aber im 
folgenden Text der Arbeit erwähnt wird, wurde über den Fertigvorrat des 
Universitätsklinikums der RWTH Aachen bezogen.  
 
 
2.1.4 Chemikalien 
Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: 
 
BD, Franklin Lakes, USA 
BMA/Cambrex, New Jersey, USA 
KMF, St. Augustin, D 
Merck, Darmstadt, D 
Roche, Mannheim, D 
Roth, Karlsruhe, D 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
 
Tab.6: Chemikalien 
 
 
2.1.5 Feinchemikalien 
5x Loading Buffer (für DNA)  Qiagen, Hilden, D 
Complete Protease Inhibitor Cocktail 
Tablets 
Roche, Mannheim, D 
dNTP-Mix (2,5 mM each) Takara Mirus Bio, Madison 
Hoechst 33342 Invitrogen, Carlsbad, USA 
100 bp DNA Ladder  Invitrogen, Carlsbad, USA 
Precision Plus Protein Standards Dual 
Color 
Bio-Rad, Hercules, USA 
Precision Plus Protein Standards All Blue Bio-Rad, Hercules, USA 
ImmunoPure Immobilized Streptavidin Pierce, Rockford, USA 
 
Tab.7: Feinchemikalien 
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2.1.6 Kommerzielle Kits 
BigDye Terminator v1.1 Cycle 
Sequencing Kit 
Applied Biosystems, Darmstadt, D 
Luciferase-Reportergen Assay Promega, Madison, Wisconsin 
T-PER Tissue Protein Extraction Reagent Pierce, Rockford, USA 
Micro BCA Assay Kit Pierce, Rockford, USA 
BCA Protein Assay Reducing Agent 
Compartible 
Pierce, Rockford, USA 
QIAfilter Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, D 
QIAgen Hispeed Maxi Kit Qiagen, Hilden, D 
QIAgen Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, D 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden, D 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden, D 
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden, D 
Quikchange II Site directed Mutagenesis 
Kit 
Stratagene, Cedar Creek, USA 
Reverse Transcription System Promega, Madison, USA 
SuperSignal West Femto 
Chemiluminescent Substrate 
Pierce, Rockford, USA 
SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate 
Pierce, Rockford, USA 
 
Tab.8: Kommerzielle Kits 
 
 
2.1.7 Oligonukleotide 
Die verwendeten Oligonukleotidprimer wurden von der Firma Sigma-Aldrich, St. 
Louis, USA synthetisiert.  
Die Sequenzen für das murine Caveolin-3-Gen wurden aus der Datenbank Pubmed 
(www.pubmed.com) (NM_007617) übernommen und anhand derer wurden Primer-
Sequenzen konstruiert.  
Für die Mutationsanalysen wurden die entsprechenden Primer mit Hilfe des 
Primersynthese-Programms (The QuikChange® Primer Design Program: 
www.stratagene.com) der Firma Stratagene, Cedar Creek, USA generiert. 
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2.1.8 Enzyme 
Taq-Polymerase Invitrogen, Carlsbad, USA 
Restriktions-Endonukleasen (BamHI, 
HindIII) 
New England Biolabs, Ipswich, USA 
 
Tab.9: Enzyme 
 
 
2.1.9 Vektoren 
pCB6 University of Queensland Medical School, 
AUS 
pEGFP-N1 Clontech, Mountain View, USA 
 
Tab.10: Vektoren 
 
 
2.1.10 Bakterienstämme 
JM109 Competent Cells Promega, Madison, USA 
OneShot Top10 Chemically Competent 
E. coli Cells 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
NEB 10-beta High Efficiency Competent 
E. coli Cells 
New England Biolabs, Ipswich, USA 
 
Tab.11: Bakterienstämme 
 
 
2.1.11 Zelllinien 
C2C12 Myoblastenzellen, Maus ATCC, Manassas, USA 
HEK293 Embryonale Nierenzellen, 
Human 
Department of 
Neurobiology, Stanford 
University School of 
Medicine, USA  
Hep G2  Leberkarzinomzellen, 
Human 
Institut für Biochemie, 
Uniklinikum der RWTH 
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Aachen 
NIH3T3 Embryonale Fibroblasten, 
Maus 
Institut für Pathologie, 
Uniklinikum der RWTH 
Aachen 
PC12 Phäochromozytomzellen, 
Ratte 
Department of 
Neurobiology, Standford  
University School of 
Medicine, USA 
 
Tab.12: Zelllinien 
 
 
2.1.12 Zellkultur-Medien und Zusätze 
Bovines Serum Albumin Fraktion V Roche, Mannheim, D 
Dulbecco´s modified Eagle´s Medium-
High Glucose 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
EGF (human) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Fetal Bovine Serum (South America 
Origin) 
Biowest, South America 
Fugene® 6 Roche, Mannheim, D 
Goat Serum Donor Herd Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Lipofectamine 2000 Invitrogen, Carlsbad, USA 
NGF (human) Genentech, San Francisco, USA 
Opti-MEM I with Glutamax Invitrogen, Carlsbad, USA 
Poly-L-Lysin (70000-150000 kD) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
1x Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
 
Tab.13: Zellkulturmedien und Zusätze 
 
 
2.1.13 Antikörper 
 
2.1.13.1 Primärantikörper 
anti-Akt IgG rabbit RAb Cell Signalling Technology, Danvers, 
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USA 
anti-pAkt IgG rabbit RAb Cell Signalling Technology, Danvers, 
USA 
anti-Caveolin-3 IgG rabbit RAb Abcam, Cambridge, UK 
anti-Caveolin-3 IgG mouse MAb Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, USA 
anti-EGFR IgG rabbit RAb Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, USA 
anti-phospho-EGFR IgG rabbit RAb Cell Signalling Technology, Danvers, 
USA 
anti-ERK1/2 IgG rabbit RAb Cell Signalling Technology, Danvers, 
USA 
anti-pERK1/2 IgG mouse MAb Cell Signalling Technology, Danvers, 
USA 
anti-GFP IgG mouse MAb Roche, Mannheim, D 
anti-HA.11 IgG mouse MAb Covance, Berkeley, USA 
anti-gm130 IgG mouse MAb BD Transduction Laboratories, New 
Jersey, USA 
anti-Neurofilament Medium 
160kD IgG 
rabbit RAb Abcam, Cambridge, UK 
anti-Transferrin IgG mouse MAb Invitrogen, Carlsbad, USA 
anti-TrkA IgG rabbit RAb Upstate, Charlottesville, USA 
anti-pTrkA IgG rabbit RAb Cell Signalling Technology, Danvers, 
USA 
anti-Tubulin IgG mouse MAb Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
 
Tab.14: Primärantikörper 
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2.1.13.2 Sekundärantikörper 
Alexa Fluor 488 goat-anti-mouse IgG Invitrogen, Carlsbad, USA 
Alexa Fluor 555 goat-anti-mouse IgG Invitrogen, Carlsbad, USA 
Alexa Fluor 488 goat-anti-rabbit IgG Invitrogen, Carlsbad, USA 
Alexa Fluor 555 goat-anti-rabbit IgG Invitrogen, Carlsbad, USA 
HRP-conjugated goat-anti-mouse IgG Pierce, Rockford, USA 
HRP-conjugated goat-anti-rabbit IgG Pierce, Rockford, USA 
 
Tab.15: Sekundärantikörper 
 
2.1.14 Puffer und Lösungen 
 
2.1.14.1 Puffer und Lösungen für die Molekularbiologie 
Tris 89 mM 108 g 
Borsäure 89 mM 55 g 
EDTA, (pH 8) 2 mM 40 ml 
10x TBE (Tris-buffered EDTA) 
H2O ad 1 l 
 
Tab.16: Puffer und Lösungen für die Molekularbiologie 
 
 
2.1.14.2 Puffer und Lösungen für die Immunofluoreszenz 
1%PBS 9ml 
Goat Serum  1ml 
Blocking-Puffer 
Triton 0,01ml 
4% w/v Paraformaldehyd 4g Paraformaldehyd-Lösung (pH 7,4) 
1%PBS ad 100ml 
 
Tab.17: Puffer und Lösungen für die Immunofluoreszenz 
 
 
2.1.14.3 Puffer und Lösungen für die Biochemie 
Tris-Cl, pH 6,8 0,5 M 1 ml 
Glycerin  99 % 0,8 ml 
SDS  10 % 1,6 ml 
Bromphenolblau 0,38 g 
2x Lämmli-Ladepuffer 
H2O ad 4 ml 
Tris  250 mM 30 g 
Glycin 1,9 M  144 g 
10x Laufpuffer für SDS-
PAGE SDS 1 % w/v 10 g 
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H2O ad 1 l 
Dulbecco´s Phosphate-Buffered Saline 95,5 g 10x PBS (pH 7,4) 
H2O ad 1 l 
10x PBS (pH 7,4) 100 ml 1x PBS (pH 7,4) 
H2O 900 ml 
Ponceau S-Lösung Ponceau S 0,2 % in Trichloressigsäure 
Tris 50 mM 6,06 g  
NaCl 150 mM 8,77 g  
Natriumdeoxycholat 0,5 % m/v 5,0 g  
Nonidet P-40 1 % v/v 10 ml  
SDS 0,1 % w/v 1,0 g  
RIPA-Lysepuffer 
H2O ad 1 l 
Tris 125 mM 5 ml 
SDS 4 % w/v 0,4 g 
ß-Mercaptoethanol 10 % w/v 1 ml 
Glycerin 10 % w/v 1,25 ml 
Bromphenolblau 0,001 % 10 µl 
Harnstoff 4 M 2,45 g 
Muskel-Lysepuffer 
H2O ad1 l 
Tris 500 mM 6,0 g 
SDS 0,4 % w/v 0,4 g 
4x Sammelgel-Puffer (pH 
6,8) H2O ad 100 ml 
Tris 0,1 mM 12,11 g 
NaCl 1,5 M 87,66 g 
10x TBS (Tris-buffered 
Saline) (pH 8,0)  H2O ad 1 l 
Tris 250 mM 30 g 
Glycin 1,9 M 144 g 
10x Transfer-Puffer 
H2O  ad 1 l 
10x Transfer-Puffer 100 ml 
Methanol 200 ml 
1x Transfer-Puffer 
H2O ad 1 l 
Tris 18,15 g 
SDS 0,4 % w/v 0,4 g 
4x Trenngel-Puffer (pH 8,8) 
H2O ad 100 ml 
 
Tab.18: Puffer und Lösungen für die Biochemie 
 
 
2.1.14.4 Puffer und Lösungen für die Immunhistochemie 
Antikörperverdünnungslösung DCS, Hamburg, D 
DAB-Kit  Bio-Genex, San Ramon, USA 
Nachweissystem Polylink, Peroxidase 
Label (HRP) 
DCS, Hamburg, D 
3-(Triethoxysilyl)-Propylamin Merck, Darmstadt, D 
1x PBS (pH 7,6)  10 % 10x PBS (Stammlösung) in H2O 
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Hämatoxylin 2 Teile Hämalaun auf 1 Teil Aqua dest. 
1 g Eosin 
100 ml Aqua dest. 
1 % Eosin 
1 Tropfen Essigsäure 
Xylol 
 
0,67 g Toluidinblau  Riedel-de Haen, 
Seelze, D 
1,34 g Natrium 
Borat 
Merck, Darmstadt, 
D 
Toluidinblau 
200 ml Aqua dest. 
 
Tab.19: Puffer und Lösungen für die Immunhistochemie 
 
 
2.1.14.5 Puffer und Lösungen für die Elektroporation 
Na2HPO4 0,2 M 1,8 ml 
NaH2 PO4 0,2 M 0,7 ml 
NaCl 5 M 1,5 ml 
MgCl2 1 M 50 µl 
K3(Fe(CN)6) 50 mM 3 ml 
K4(Fe(CN)6) 50 mM 3 ml 
Staining Solution 
ddH2O ad 50 ml 
30x X-Gal Stock- 
Solution 
10 % X-Gal in N,N-Dimethylformamide 
 
Tab.20: Puffer und Lösungen für die Elektroporation 
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Molekularbiologische Methoden 
 
2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR = polymerase chain reaction) 
Um spezifische DNA-Fragmente amplifizieren zu können, macht man sich die PCR-
Methode zu Nutze, bei der die Template-DNA verschiedenen Temperaturen 
ausgesetzt wird, die zur De- bzw. Renaturierung des Doppelstrangs führen.  
 
Reagenzien 
10x PCR-Puffer   500 mM KCL 
     200 mM Tris-HCL, pH 8,4 
MgCl2     50 mM 
dNTPs    100 mM dATP 
     100 mM dCTP 
     100 mM dGTP 
     100 mM dTTP 
Forward-/ Reverse-Primer  100 pmol 
Taq-Polymerase   5 Units/µl 
DNA     20 ng/µl 
Millipore-Wasser 
 
Nach der Phase der DNA-Denaturierung bei 94°C lagern zugesetzte Oligonukleotid-
Primer einer Größe von etwa 20 bp an komplementäre Bereiche auf der DNA und 
dienen so als Polymerisationsstart für die ebenfalls zugesetzte DNA-Polymerase. 
Jede Primersequenz benötigt eine spezifische Temperatur, um mit dem DNA-
Einzelstrang hybridisieren zu können. Diese wird als Annealing-Temperatur 
bezeichnet. Sie ist abhängig von der Länge des Primers und der Anzahl der 
verschieden Basen. Mit folgender Formel lässt sich die jeweilige Annealing-
Temperatur (TA) berechnen: 
 
TA= Anzahl (A+T) x 2°C + Anzahl (G+C) x 4°C 
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Nach der Denaturierungs- und Annealingphase folgt die Extension, bei der die DNA-
Polymerase bei 72°C die in den Reaktionsansatz eingesetzten dNTPS in einer 
Polymerasekettenreaktion an die Primersequenzen anhängt. Durch die 30- bis 40-
fache Wiederholung der Denaturierung, Annealing und Extension kommt es zu einer 
exponentiellen Vervielfältigung des in die Reaktion eingesetzten DNA-Fragments. 
Bei einer Zyklenzahl von 30 liegt die Template-Menge nach der Polymerase-
Kettenreaktion etwa 107-fach vor. Die Zahl der Zyklen ist auf 40 begrenzt, da dann 
die Polymerase ihre Aktivität verliert und vermehrt unspezifische Produkte entstehen 
können. Als abschließender Schritt folgt eine finale Extension von 10 min bei 72°C, 
durch die übrig gebliebene Einzelstränge in Doppelstränge überführt werden. Bei 
jedem Reaktionsansatz wird zusätzlich ein Leerwert, der statt der DNA Millipore-
Wasser enthält, mitgeführt, um mögliche Kontaminationen der verwendeten 
Reagenzien auszuschließen.  
 
In die PCR-Reaktion wurden die oben angegebenen Reagenzien in den folgenden 
Endkonzentrationen eingesetzt. Das Endvolumen eines jeden Ansatzes betrug 25 µl. 
Für einen Sequenzierungsansatz wurden jeweils vier 25 µl-Ansätze pro zu 
amplifizierendem Template hergestellt.  
 
Reagenzien für 25 µl-Ansatz 
PCR-Puffer  2,5x 
MgCL2  1,5 mM 
dNTPS jeweils jeweils 200 µM 
Forward-Primer 20 pmol 
Reverse Primer 20 pmol 
Taq-Polymerase 1 Unit 
DNA   80 ng 
Millipore-Wasser ad 25 µl 
 
Standard-PCR-Programm 
1. Denaturierung  5 min  94°C 
2. Denaturierung  30 sec 94°C 
3. Annealing   1 min  TA 
4. Extension   1,5 min 72°C 
 30-40x 
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5. Finale Extension  10 min 72°C 
 
Die PCR-Bedingungen wurden für die spezifischen zu amplifizierenden DNA-
Fragmente etabliert. 
 
Zur Amplifikation der DNA-Templates stand der Thermo-Cycler GeneAMP 
PCRSystem 9700 (Applied Biosystems, Darmstadt, D) zur Verfügung. 
 
 
2.2.1.2 Überprüfung der PCR-Produkte mittels Gelektrophorese 
Bedingt durch die negative Ladung der Phosphat-Reste im DNA-Rückgrat kann DNA 
in einem Spannungsfeld wandern. Diese Eigenschaft wird bei der Elektrophorese 
ausgenutzt, die dazu dient die Amplifikate der PCR entsprechend ihrer Länge 
aufzutrennen. Zu diesem Zweck können verschiedene Polymere wie Agarose- und 
Polyacrylamid-Gele verwendet werden. Nach Anlegen von elektrischem Strom an 
das Gel werden die DNA-Fragmente nach ihrer Größe aufgetrennt. Große 
Fragmente wandern langsamer in Richtung der Anode als kürzere. Über den 
Vernetzungsgrad der verwendeten Gele kann die Auftrennung der Produkte 
beeinflusst werden. Je höher der Vernetzungsgrad des verwendeten Polymers ist, 
desto genauer wird die Auftrennung kleiner PCR-Produkte. Mit Hilfe von Standard-
Agarosegelen, die eine Konzentration von zwischen 0,5 % und 5 % aufweisen, 
können Fragmente im Bereich von 10 bp bis 20 kb analysiert werden.  
Zur Überprüfung der Produktqualität einer PCR reicht eine Agarose-Konzentration 
von 1 % aus. Um eine exaktere Auftrennung der Produkte zu erreichen, wird die 
Agarose-Konzentration erhöht, wodurch die Matrix des Gels engmaschiger wird. Zur 
Detektion der DNA-Fragmente wird dem Gel 0,01 % Ethidiumbromid zugesetzt, das 
in den DNA-Doppelstrang interkalieren kann und die DNA so unter UV-Licht sichtbar 
macht. Der DNA-Gehalt muss mindestens 10 ng/µl betragen, um eine Detektion zu 
ermöglichen. 
 
Reagenzien 
Agarose 
10x TBE   1,0 M Tris 
    0,9 M Borsäure 
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    0,1 M EDTA 
    pH 8,4 
Ethidiumbromid  10 mg/ml 
 
Zusammensetzung eines 1 %-igen Gels 
Der verwendete Gelträger hat ein Fassungsvolumen von etwa 300 ml. 
 
Agarose   1 % 
TBE    1x 
Ethidiumbromid  1 µg/ml 
 
Es wurden 3 g Agarose in 300 ml 1x TBE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle 
gelöst. Nach Abkühlen auf dem Schüttler bis auf etwa 60°C wurden 30 µl 
Ethidiumbromid zugesetzt. Hatte die Gel-Lösung eine Temperatur von etwa 40°C, 
wurde sie in die Gel-Kammer, in die vorher Kämme eingesetzt worden sind, 
gegossen. Nach 35 min konnten die Kämme gezogen und das auspolymerisierte Gel 
in die mit 1x TBE gefüllte Elektrophoresekammer gestellt werden. Die Amplifikate 
wurden mit Agarose-Blaupuffer versetzt und dann auf das Gel aufgetragen. Der 
Puffer erleichterte die Identifikation der Proben und das Absinken in die Gel-
Taschen. 
 
Agarose-Blaupuffer 
TBE   1x 
Ficoll400  8x 
Bromphenolblau 0,01 % 
 
5 µl des Amplifikats wurden mit 5 µl des Blaupuffers versetzt und auf das Gel 
auftragen. Um die Größe der DNA-Fragmente bestimmen zu können, wurde 
zusätzlich eine Basenpaar-Leiter auftragen. Die Elektrophorese lief bei 120 V in 1x 
TBE für etwa 40 min. Das Gel wurde auf einem Imager unter UV-Licht betrachtet und 
fotografiert.  
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2.2.1.3 Sequenzierung 
Mit Hilfe der direkten Sequenzierung nach Sanger kann die Basenabfolge in einem 
DNA-Fragment bestimmt werden. Es wird dabei die Kettenabbruchmethode 
verwendet. Im Reaktionsansatz befinden sich 2´,3´-Didesoxynukleotide (ddATP; 
ddCTP, ddGTP, ddTTP), die mit verschiedenen Fluoreszensfarbstoffen markiert sind. 
Wird bei der Sequenzier-PCR solch ein Nukleotid während des Extensionsschrittes 
an den synthetisierten DNA-Strang gehängt, kann die DNA-Polymerase keine 
weitere Base an das Didesoxynukleotid mehr anhängen, da ihm der freie Hydroxyl-
Rest fehlt und so keine Phospho-Diesterbindung mit dem folgenden Nukleotid 
geknüpft werden kann. Im Durchschnitt entstehen bei einem abgestimmten 
Verhältnis von dNTPs und ddNTPs Abbruchfragmente jeder Länge. Diese werden in 
einem Polymer ihrer Größe nach aufgetrennt. Mit Hilfe eines Lasers werden die an 
die Didesoxynukleotide gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe am Ende eines jeden 
DNA-Fragments angeregt und deren Fluoreszenz detektiert. Die DNA-Sequenz wird 
mit Hilfe computergestützer Analyse erstellt. 
 
Bei der Sequenzier-PCR handelt es sich um eine asymmetrische PCR, bei der nur 
ein Primer eingesetzt wird, um Einzelstränge zu erzeugen. Dem Sequenzieransatz 
wurden 80 ng des DNA-Templates zugesetzt. Es wurde das BigDye Terminator v1.1 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Darmstadt, D) verwendet. Um eine 
möglichst hohe Reinheit des Produkts zu erreichen, wurde die DNA mit Ethanol und 
Natriumacetat gefällt. 
 
Reagenzien der Sequenzier-Reaktion 
Template     80 ng 
Primer F oder R    10 pmol 
Terminator Ready Reaction Mix  4 µl 
Millipore-Wasser    ad 20 µl 
 
 
PCR für Sequenzier-Reaktion 
96°C  10 sec 
55°C  5 sec             24x 
60°C  4 min 
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Für die Sequenzierung von Caveolin-3 wurden folgende Primer verwendet: 
 
Primer Sequenz 
Caveolin-3 1 Forward gatgaccgaagagcacacg 
Caveolin-3 2 Forward gttcaccgtctccaagtactg 
Caveolin-3 2.1 Reverse ggcggtagcaccagtacttg 
Caveolin-3 2 Reverse gccttcccttcgcagc 
 
Tab.21: Primersequenzen für die Sequenzierung von Caveolin-3 
 
Fällung der Sequenzier-Produkte 
 
Reagenzien 
Template 
Millipore-Wasser 
Natriumacetat  pH 4,8, 3 M 
Ethanol   70 % 
    absolut 
 
Nach der Sequenzier-PCR wurde der 20 µl-Ansatz mit 80 µl Millipore-Wasser, 10 µl 
Natriumacetat und 250 µl Ethanol absolut versetzt und für 30 min bei 4°C und 14000 
rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend verworfen, das Pellet mit 250 µl 
Ethanol (70 %) versetzt und für 10 min bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Nach 
erneutem Entfernen des Überstands wurde das Pellet getrocknet. Die pelletierte 
DNA wurde schließlich in 20 µl H20 dest. resuspendiert und mit Hilfe der ABI Prism ® 
Collection Software sowie dem Sequencing Analysis-Programm wurde der 
Sequenzierlauf im ABI Prism 310 (Applied Biosystems, Darmstadt, D) analysiert.  
 
 
2.2.1.4 Restriktionsverdau 
Restriktionsendonucleasen sind Enzyme, die an spezifische Erkennungssequenzen 
der DNA binden und dort den DNA-Doppelstrang zerschneiden können. Ursprünglich 
nutzen Bakterien diese Enzyme zur Abwehr fremder (z.B. viraler) DNA. Sie schützen 
ihre eigene DNA durch ein spezifisches Methylierungsmuster, welches die 
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aufgenommen Viren nicht aufweisen und werden so durch die Enzyme als fremd 
erkannt und dadurch von den Bakterien abgebaut.  
 
Im Rahmen der Arbeit wurden Restriktionsenzyme zur Klonierung von cDNA-
Fragmenten in entsprechende Vektoren verwendet. 
 
Zur Klonierung der cDNA des Caveolin-3-Gens wurden die Enzyme HindIII und 
BamHI (NEB, Ipswich, USA) verwendet. Die Erkennungssequenz für die 
Restriktionsendonuklease HindIII lautet A/AGCTT und die für BamHI ist G/GATCC. 
Der verwendetet Vektor pEGFP-N1 wurde demnach durch diese Enzyme an den 
entsprechenden Schnittstellen aufgeschnitten. 
 
Reagenzien 
cDNA    10 µl 
Restriktionsenzym  6 Units 
10x Enzympuffer  1x 
BSA (wenn nötig)  0,8 µl 
H20 dest.   ad 15 µl 
 
Die Restriktionsverdaue wurden bei 37°C für 2h im Wasserbad durchgeführt und die 
Verdauprodukte wurden auf einem 2%igen Agarosegel aufgetragen, um zu 
überprüfen, ob die cDNA vollständig geschnitten worden ist.  
Sollten die Verdauprodukte für anschließende Klonierungen verwendet werden, so 
wurden sie mit Hilfe des QIAquick PCR purification Kit (Qiagen, Hilden, D) 
aufgereinigt. 
 
 
2.2.1.5 Klonierung 
Um ein DNA-Fragment zu vermehren und seine Eigenschaften zu untersuchen 
verwendet man die Klonierung. Bei dieser Methode wird das entsprechende Stück 
DNA in einen Vektor integriert (Abb.7), welcher dann in Bakterienzellen vermehrt 
wird. So entsteht eine Bakterienzellpopulation in der alle Bakterien das originale 
DNA-Fragment (Klon) tragen.  
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Vektoren sind zirkuläre DNA-Doppelstränge, die zum einen eine sogenannte 
„multiple cloning site“ enthalten, welche eine Vielzahl von Restriktionsschnittstellen 
bereit hält, in die DNA-Fragmente (Inserts) integriert werden können, und Gene, die 
für Antibiotika-Resistenzen kodieren. Diese können zur Selektion von Bakterienzellen 
genutzt werden, die das spezifische Plasmid enhalten. 
Um die Integration der cDNA von Caveolin-3 in den Expressionsvector pEGFP-N1 
(Clontech, Mountain View, USA) zu ermöglichen, wurde sowohl die cDNA als auch 
der Vektor einem Restriktionsverdau mit den Enzymen HindIII und BamHI (NEB, 
Ipswich, USA) unterzogen, da so komplementäre Enden an Vektor- und Ziel-DNA 
entstehen.  
Die Verdau-Produkte wurden auf dem Agarosegel auf Vollständigkeit überprüft und 
mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, D) aufgereinigt.  
 
Restriktion Ligation
 
 
Abb.7: Klonierung 
 
 
2.2.1.6 Ligation 
Bei der Ligation (Abb.7) werden das aufgereinigte DNA-Fragment und der 
geschnittene Vektor vereinigt und durch das Enzym T4 DNA-Ligase (NEB, Ipswich, 
USA) miteinander kovalent verbunden.  
 
Ligationsansatz 
Rapid Ligation Buffer  2x 
T4 DNA Ligase   3 Units 
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Vektor    60 ng 
Template    7 µl 
 
Mit Hilfe folgender Formel lässt sich die Menge an einzusetzendem Insert 
berechnen: 
 
Menge Insert (ng) = [Menge Vektor (ng) x Größe Insert (bp) x 3] / Größe Vektor (bp) 
 
Der Ligationsansatz bestehend aus 10 µl 2x Rapid Ligation Buffer, 2 µl T4 DNA 
Ligase, 1 µl Vektor und 7 µl Insert wurde kurz gemischt und dann über Nacht bei 4°C 
inkubiert. 
 
 
2.2.1.7 Transformation 
Um die nach der Ligation entstandenen Konstrukte zu vermehren, werden sie zu 
einer Bakteriensuspension gegeben und per Hitzeschock, der die Zellmembran der 
Bakterien durchlässig macht, in diese eingeschleust. Nach der Transformation wird 
die Bakteriensuspension auf Eis gehalten, wodurch sich die Zellmembran 
regeneriert. Dann wird SOC-Medium zu den Zellen pipettiert, das ebenfalls zur 
Regeneration der Membran beiträgt. Die Bakterien werden auf antibiotikum-haltigem 
LB-Medium ausplattiert. Bedingt durch das Bakterienwachstum wird auch das 
enthaltene Konstrukt vervielfältigt. 
 
Transformation in E. coli JM109-Zellen 
E. coli JM109-Zellen   Promega 
LB-Medium (Luria Broth)   Roth 
(autoklaviert) 
Kanamycin     50 µg/µl 
LB-Agar     Roth 
SOC-Medium    0,5 % Bacto-Yeast Extract 
      2 % Bacto-Trypton 
      10 mM NaCl 
      2,5 mM KCl 
      10 mM MgSO4 
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      20 mM Glucose 
Aqua dest. 
 
Vor der Transformation wurde der Ligationsansatz kurz zentrifugiert und die 50 µl-
Aliquots der E. coli JM109-Zellen, die bei –80°C gelagert wurden, auf Eis aufgetaut. 
Zu den aufgetauten Zellen wurden 10 µl des Ligationsansatzes pipettiert, das 
Reaktionsgefäß vorsichtig geschwenkt und dann für 30 min auf Eis inkubiert. Dann 
wurde der Hitzeschock für 45 sec bei 42°C durchgeführt und die Zellsuspension für 
weitere 10 min aufs Eis gestellt. Danach wurden 250 µl des auf 37°C vortemperierten 
SOC-Mediums hinzugegeben und der Ansatz für mindestens eine Stunde bei 37°C 
und 125 rpm horizontal geschüttelt. Nach der Inkubation wurden 160 µl der 
Zellsuspension auf eine 37°C vorgewärmte LB-Kan-Agarplatte ausgestrichen und 
über Nacht bei 37°C inkubiert. 
 
 
2.2.1.8 Selektion und Kultivierung 
Mit Hilfe des Antibiotikums im LB-Medium können nur Bakterien überleben und 
Kolonien ausbilden, welche die Plasmide enthalten, die das entsprechende Gen für 
die Antibiotika-Resistenz tragen. Von diesen Kolonien wurden Übernachtkulturen 
angelegt. Dazu wurden die Kolonien mit einer sterilen Impföse abgenommen und in 5 
ml LB-Kan-Medium aufgenommen und über Nacht bei 37°C bei 200 rpm inkubiert. 
 
Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, D) 
nach Herstellerangaben aus den Bakterienzellen isoliert und anschließend durch 
Restriktionsverdau (siehe 2.2.1.4) getestet, ob das Insert in das Konstrukt integriert 
wurde. Um die Abfolge der Basen zu überprüfen, wurde schließlich eine 
Sequenzierung (siehe 2.2.1.3) angeschlossen. Bei Korrektheit der Basenabfolge 
folgte eine Präparation mit dem QIAgen Hispeed Maxiprep Kit (Qiagen, Hilden, D) 
nach Herstellerangaben, um hochreine DNA zu erhalten. Diese wurde in 500 µl 10 
mM Tris-Cl, pH 8,5 gelöst.  
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2.2.1.9 Markierung von Proteinen durch Tags 
Zum Nachweis der Expression transfizierter Plasmide lassen sich nicht nur 
Antikörper gegen das Protein direkt verwenden, sondern es können auch 
sogenannte „Tags“ in die Vektoren kloniert werden, gegen die dann Antikörper 
eingesetzt werden können. Dies ist z.B. von Vorteil, wenn kein Antikörper gegen das 
zu detektierende Protein vorhanden ist. In der vorliegenden Arbeit werden sowohl 
das HA- als auch das GFP-Tag verwendet. Bei dem HA-Tag handelt es sich um eine 
kurze Aminosäuresequenz (YPYDVPDYA), die Bestandteil des Hämagglutinin 
Moleküls ist. 
Das GFP-Tag besteht aus 238 Aminosäuren und kodiert für das sogenannte „green 
fluorescent protein“, dass aus der Qualle Aequorea victoria isoliert wurde. Damit 
kann die Lokalisation des transfizierten Proteins in der Zelle untersucht werden. 
 
 
2.2.1.10 Mutagenese 
Zur Analyse von Mutationen im in vitro Modell wurde eine Mutagenese der 
hergestellten Konstrukte mit Hilfe des Quickchange II Site Directed Mutagenesis Kits 
(Stratagene, Cedar Creek, USA) nach Herstellerangaben durchgeführt (Abb.8). Dazu 
wurden zunächst Primer generiert, welche die zu untersuchenden Basenaustausche 
enthielten. Durch ihre ansonsten vollständige Komplementarität zur Plasmid-DNA 
können diese Primer bei einer anschließenden PCR mit der DNA-Polymerase 
PfuUltra™ High-Fidelity DNA Polymerase (Stratagene, Cedar Creek, USA) binden 
und das Plasmid wird mitsamt der Mutation amplifiziert. Da die zu mutierenden 
Plasmide eine Größe von 3-5 kb aufweisen, wird als Extensions-Temperatur 68°C für 
5 min verwendet. Es folgt ein Restriktionsverdau mit dem Enzym DpnI, welches nur 
methylierte oder hemi-methylierte DNA schneidet. Dadurch wird gewährleistet, dass 
die Ursprungs-DNA abgebaut wird. Nach dem Restriktionsverdau werden die 
Plasmide in OneShot Top10 Chemically Competent E. coli Cells (Invitrogen, 
Carlsbad, USA) transformiert und selektioniert. 
Die Mutagenese wurde sowohl für das von S. Roy und R. Parton (University of 
Queensland Medical School, Australien) zu Verfügung gestellte Konstrukt pCB6-Cav-
3-HA als auch für das Konstrukt pEGFP-Cav-3 durchgeführt, um jeweils Konstrukte 
zu generieren, die zum einen die Mutationen R26Q, P28L, A45T und G55S 
enthielten und zum anderen zwei verschiedenen Tags trugen (siehe 2.2.1.9). 
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Zur Durchführung der Mutagenesen wurden folgende Primer verwendet: 
 
Primer Sequenz 
R26Q-Forward gatagacttggtgaaccaagaccccaagaacatcaatgag 
R26Q-Reverse ctcattgatgttcttggggtcttggttcaccaagtctatc 
P28L-Forward gacttggtgaaccgcgacctcaagaacatcaatgaggacattg 
P28L-Reverse caatgtcctcattgatgttcttgaggtcgcggttcaccaagtc 
A45T-Forward gattttgaagacgtgattacagagcccgagggcacctacag 
A45T-Reverse ctgtaggtgccctcgggctctgtaatcacgtcttcaaaatc 
G55S-Forward ggcacctacagcttcgacagcgtatggaaggtgagcttcaccacg 
G55S-Reverse cgtggtgaagctcaccttccatacgctgtcgaagctgtaggtgcc 
 
Tab.22: Sequenzen der Mutageneseprimer 
 
 
 
 
Abb.8: Ablauf der Mutagenese (aus dem Manual des Stratagene Quickchange II Site Directed 
Mutagenesis Kits) 
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2.2.2 Zellbiologische Methoden 
 
2.2.2.1 Kultivierung von Zellen  
Zur Kultivierung der verschiedenen Zelllinien wurde DMEM mit 10 % FCS verwendet. 
Die Zellen wurden in Inkubatoren mit wasserdampfgesättigter Atmosphäre und 5 % 
C02-Gehalt kultiviert. Waren die verwendeten Zellkulturschalen etwa zu 80 % mit 
Zellen bewachsen, wurden diese mit 4 ml 1x Trypsin-EDTA abgelöst und ein Teil in 
neues Kulturmedium überführt. 
 
 
2.2.2.2 Beschichtung von Zellkulturoberflächen 
Um die Zelladhäsion von Zellkulturschalen bzw. Deckgläsern zu verbessern, wurde 
Poly-L-Lysin verwendet. Die entsprechenden Oberflächen wurden etwa 1 h mit einer 
0,01 %-igen Poly-L-Lysin Lösung überschichtet und im Zellkulturschrank inkubiert. 
Danach wurden sie mit destilliertem H20 gewaschen.  
2.2.2.3 Transfektion 
Als Transfektion wird das Einbringen von Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen 
bezeichnet. Der Prozess ist mit der bakteriellen Transformation vergleichbar, wird 
aber anders benannt, da die Transformation in Säugetierzellen die Umwandlung von 
Zellen in einen malignen Zustand beschreibt. Bei der Transfektion unterscheidet man 
zwischen der transienten Transfektion, bei der das Plasmid nur temporär in die 
Wirtszelle eingebracht wird, und der stabilen Transfektion, bei der das Plasmid in das 
Genom der Wirtszelle integriert wird.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zur transienten Transfektion die Methode 
der Lipofektion angewendet, bei der ein Reagenz verwendet wird, das kationische 
Lipide enthält, die sich in wässrigem Milieu mit der anionischen DNA zu einem 
lipophilen Komplex zusammenlagern können. Dieser Komplex kann mit der 
Zellmembran fusionieren, wodurch die Plasmid-DNA in die Zelle eingeschleust wird.  
Zur Transfektion von einer 80 % konfluenten 100x20 mm Kulturschale mit 10 ml 
DMEM+10 % FCS wurden 2 µg Plasmid-DNA und 4 µl Lipofectamine 2000 
(Invitrogen, Carlsbad, USA) verwendet. Handelt es sich um eine Cotransfektion von 
zwei Plasmiden, so wird die Menge des Lipofektions-Reagenz beibehalten und die 
Konzentration der jeweiligen Plasmid-DNAs halbiert. Bei der Transfektion von 24-
Lochplatten werden 1 µg DNA und 2 µl Lipofectamine 2000 eingesetzt. Die 
2 Material und Methoden 
 49 
Transfektionsreaktion wird nach Herstellerangaben in serum-freiem Opti-MEM I mit 
GlutaMAX-I durchgeführt. Sechs Stunden nach Transfektion wird das Kulturmedium 
der Zellen gewechselt. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wird ein 
Transfektionsansatz mit einem GFP-Leervektor mitgeführt, der nach 24-stündiger 
Inkubation bei 37°C überprüft wird.  
Wird das Transfektionsreagenz Fugene® 6 (Roche, Mannheim, D) verwendet, 
werden 90 µl Optimem mit 6 µl Fugene® 6 und der entsprechenden Menge DNA 
gemischt und nach 20-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur auf die Zellen 
pipettiert. Ein Mediumswechsel nach 5 Stunden ist nicht von Nöten. 
 
 
2.2.2.4 Herstellung von Zelllysaten 
Um Proteine in der Zelle untersuchen zu können, müssen die kultivierten Zellen einer 
Lyse unterzogen werden. Dazu wurden die Zellkulturschalen auf Eis gestellt, um 
möglichen Abbau der Proteine durch Proteasen zu verhindern. Dann wurden die 
Zellen zweimal mit 10 ml kaltem 1x PBS gewaschen. Zur Lyse wurde der stringente 
RIPA-Lysepuffer verwendet, der zur Auflösung der Zellmembranen führt und die 
Proteine löslich macht. Zur Verhinderung der Proteolyse, wurde dem Puffer ein 
Protease-Inhibitor-Cocktail (1:50) und Phosphatase-Inhibitor Natrium-Ortho-
Vanadate (1 mM Endkonzentration) zugesetzt. Um Caveolin-3 im Westerblot 
detektieren zu können, wurde der Lysepuffer T-PER (Pierce, Rockford, USA) 
verwendet, dem ebenfalls der Protease- und der Phosphatase-Inhibitor in derselben 
Konzentration zugesetzt wurde. Auf eine 100x20 mm Kulturschale wurden 900 µl des 
entsprechenden Lysepuffers gegeben und diese dann für 1 h auf einem Schüttler auf 
Eis geschüttelt. Anschließend wurde das Zell-Puffer-Gemisch in ein Reaktionsgefäß 
überführt und bei 4°C und 14.000 rpm für 5 min zentrifugiert, um Nukleinsäuren und 
andere Zellreste zu pelletieren. Der Überstand (Lysat) wurde in ein anderes 
Reagiergefäß überführt, wobei ein kleiner Teil in ein weiteres Reaktionsgefäß 
pipettiert wurde, mit dem eine Proteinkonzentrationsbestimmung durchgeführt 
werden konnte.  
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2.2.2.5 Proteinkonzentrationsbestimmung mit dem Bicinchoninsäure-Assay 
(BCA-Assay) 
Mit Hilfe des Micro BCA Assay Kits (Pierce, Rockford, USA) kann die 
Gesamtproteinmenge der Lysate gemessen werden. Der Bicinchoninsäure-Assay 
beruht auf einer Reduktion von Cu2+ zu Cu+ durch Cystein, Cystin, Tyrosin, 
Tryptophan und der Peptidbindung. Mit zwei BCA-Molekülen kann Cu2+ einen 
violetten Farbkomplex bilden, der ein Absorptionsspektrum von λ = 562 nm hat. Die 
Menge des durch die Reduktion des Kupfers entstandenen Farbkomplexes ist 
proportional zur Proteinmenge in den Lysaten. Um die exakte Proteinkonzentration 
zu ermitteln, werden die Farbintensitäten mit denen einer Standardreihe verglichen. 
 
 
2.2.2.6 Probenvorbereitung für die SDS-PAGE 
Um Proteinlysate auf denaturierenden Polyacrylamid-Gelen auftragen zu können, 
müssen die Proteine denaturiert und in Lösung gebracht werden. Dazu wurden sie 
im Verhältnis 1 : 1 mit 2x Lämmli-Puffer verdünnt, dem Dithiotreitol (DTT; End-
konzentration: 100 mM) zugesetzt wurde, und anschließend zur Hitzedenaturierung 
und Inaktivierung von Proteasen für 5 min aufgekocht und dann bei –20°C 
eingefroren. Das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) kann durch 
Anlagerung an Aminosäuren die Hydrathülle der Proteine vergrößern und erhöht so 
die Löslichkeit der Proteine. Zusätzlich überdeckt es die Eigenladung der Proteine 
entsprechend ihrer Größe mit negativen Ladungen, so dass bei der SDS-PAGE die 
Proteine nach ihrer Masse aufgetrennt werden können. Das dem Lämmli-Puffer 
zugesetzte DTT kann Quervernetzungen über Disulfidbrücken zwischen 
Aminosäuren irreversibel auflösen, wodurch die Tertiärstruktur der Proteine zerstört 
wird, was zu einer weiteren Löslichkeitsverbesserung führt.  
 
 
2.2.2.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Masse wird die denaturierende SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet. Um eine möglichst hohe Auflösung zu 
erreichen, wurde das diskontinuierliche Gelsystem nach Lämmli verwendet (Lämmli, 
1970). Es besteht aus einem Sammelgel mit einem pH-Wert von 6,8 und einem 
Trenngel mit einem pH-Wert von 8,8 (Tab.23). Wird elektrischer Strom an das 
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System angelegt, wandert das im Tris-Glycin-HCL-Puffersystem enthaltene Glycin in 
das Sammelgel ein, wo durch den vorliegenden sauren pH-Wert seine 
Aminogruppen protoniert und Carboxylgruppen deprotoniert werden, so dass es eine 
Nettoladung von Null aufweist. Es entsteht ein elektrophoretischer Stillstand. Durch 
die vorauslaufenden Ionen des Sammelgels bildet sich ein Ladungsträgermangel 
aus, wodurch ein hoher Widerstand entsteht. Bleibt die Stromstärke konstant, führt 
die erhöhte Feldstärke zu einem schnelleren Lauf der anionisch geladenen Proteine, 
bis diese die Ionenfront, die vorausläuft, erreicht haben. Es kommt so zu einer 
Aufkonzentrierung der Proteine. Laufen diese in das Trenngel ein, entstehen, 
entsprechend ihrer Masse, diskrete Proteinbanden.  
Die mit Aceton gereinigten Gelträger werden zusammengebaut und in die 
Haltevorrichtung eingespannt. Je nach Größe der zu untersuchenden Proteine 
werden Trenngele unterschiedlichen Vernetzungsgrades hergestellt. Die 
Polyacrylamid-Konzentration der Sammelgele betrug 4 % und die Gele waren 1,5 
mm dick. 
 
 
Gelbestandteile  4 % 7,5 % 12,5 % 15 % 
H20 2,96 ml 4,56 ml 2,68 ml 1,74 ml 
4x Trenngelpuffer 1,25 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 
40 % Acrylamid 480 µl 1,82 µl 3,04 µl 3,65 µl 
2 % Bis-Acrylamid 260 µl 1,01 µl 1,68 µl 2,01 µl 
20 % APS 50 µl 100 µl 100 µl 100 µl 
Temed 5 µl 10 µl 10 µl 10 µl 
 
Tab.23: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel für die SDS-PAGE 
 
Mit Hilfe verschiedener Acrylamid- und Bis-Acrylamid-Konzentrationen können 
unterschiedliche Porengrößen der Gelmatrix erreicht werden. Je höher die 
Konzentration des Gels ist, desto besser können kleine Proteine aufgetrennt werden. 
Die Polymerisationsreaktion der Gelbestandteile wird durch Zugabe von 
Ammoniumpersulfat (APS) und N,N,N´,N´-Tetramethyl-ethylendiamin (TEMED) 
ausgelöst. TEMED dient als Katalysator der Reaktion durch Bildung freier Radikale 
aus Persulfat, welche die Polymerisation initiieren.  
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Nach der Proteinbestimmung mit Hilfe des BCA-Assays wurden 10 µg des mit 
Lämmli-Puffer versetzten Lysats auf das Gel aufgetragen. Um die Proteine ihrer 
spezifischen Masse zuordnen zu können, wurde zusätzlich ein Marker aufgetragen, 
der den Bereich von 10-250 kD abdeckte. Die Elektrophorese wurde bei 60 V 
durchgeführt, bis die Lysate das Trenngel erreicht hatten. Dann wurde die Spannung 
auf 200 V erhöht und die Elektrophorese so lange fortgesetzt, bis die Lämmli-
Lauffront den Unterrand des Gels erreicht hatte.  
 
 
2.2.2.8 Biotinylierungs-Assay von Oberflächen-Rezeptoren 
Mit Hilfe des Oberflächen-Biotinylierungs-Assays können Rezeptoren, die sich an der 
Zellmembran befinden, detektiert werden. Dazu wurden PC12 Zellen bzw. HEK293 
Zellen auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Zellkulturschalen ausgesät. Waren sie 
etwa 80 % dicht, wurden sie mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert und am 
Folgetag mit Hilfe von DMEM mit 0,1 % BSA für 5 h bzw. über Nacht ausgehungert 
und anschließend mit 50 ng/ml NGF bzw. 100 ng/ml EGF für 5 min bzw. 10 min 
stimuliert. Dann wurden sie auf Eis gestellt, das Medium abgenommen und die 
Zellen zweimal mit eiskaltem 1x PBS gewaschen. Es folgte die Zugabe von EZ-
Link™Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce, Rockford, USA) gelöst in 1x PBS (0,5 mg/ml). 
Die Zellen wurden unter Schütteln für 30 min auf Eis inkubiert. Dann wurde die 
Biotin-Lösung abgenommen und die Zellen für 20 min mit einer 1 M Glycin Lösung 
(gelöst in 1x PBS) auf Eis inkubiert, wodurch überschüssiges Biotin gebunden wurde. 
Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen. 
Anschließend folgte die Lyse der Zellen (siehe 2.2.2.4). Es wurden 800 µl der Lysate 
mit 25 µl Streptavidin Agarose (Pierce, Rockford, USA) versetzt und über Nacht in 
einem Überkopfschüttler präzipitiert. Am Folgetag wurden die Lysate bei 14000 rpm 
und 4°C für 1 min zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und das Streptavidin-
Pellet dreimal mit Lysepuffer gewaschen. Danach wurde der Überstand komplett 
abgenommen, das Pellet mit 5 µl Lämmli-Puffer, der mit DTT versetzt war, (Lämmli, 
1970) gemischt, für 5 min aufgekocht und weggefroren. 
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2.2.2.9 Western Blot 
Bei der Methode des Western Blots handelt es sich um die Übertragung von 
Proteinen auf eine Membran, wodurch sie immobilisiert und anschließend über 
unterschiedliche Reaktionen nachgewiesen werden können. Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit wurde der Transfer der Proteine auf die Membran mit Hilfe eines 
Wet-Blot-Systems durchgeführt. 
Nach der Gelelektrophorese wurde das Trenngel von den Gelträgern abgelöst. Dann 
wurde es für 10 min in 1x Transferpuffer eingelegt. Währenddessen wurde eine 
Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-Membran vorbereitet. Sie wurde für 10 sec zur 
Aktivierung in Methanol eingelegt, dann für 2 min mit H20 gewaschen und in 1x 
Transferpuffer überführt. Das Gel wurde luftblasenfrei auf die Membran gelegt, von 
oben und unten mit einem Watman-Papier und einem Kunststoffschwamm bedeckt 
und in eine Haltevorrichtung eingeklemmt. Diese wurde in einen Tank, der mit 1x 
Transferpuffer gefüllt war, eingeschoben. Durch Anlegen einer Spannung von 50 V 
für 1 h bzw. 12 V über Nacht bei 4°C wurden die Proteine vom Gel auf die Membran 
übertragen, da die negativ geladenen Proteine von der Kathode zur Anode wandern. 
Um die Proteine auf der Membran zu fixieren, wurde die Membran in einer 
PonceauS-Lösung für 5 min inkubiert und anschließend mit 1x TBS-T gewaschen.  
 
2.2.2.10 Immunodetektion 
Zur Detektion der Proteine wurde die indirekte Immunodetektion über einen enzym-
markierten sekundären Antikörper angewendet, der mit dem unkonjugierten primären 
Antikörper interagiert. Um zu verhindern, dass es bei der immunologischen Detektion 
zu einer unspezifischen Antikörperbindung kommt, wurde die Membran mit 5 % 
Magermilchpulver in 1x TBS mit 0,05 % Tween-20 für 1 h geblockt (bei Caveolin-3-
Blots mit 1 % Casein-Puffer (Roche, Mannheim, D). Tween, ein nicht-ionisches 
Detergenz, kann die Oberflächenspannung von Wasser reduzieren. Dadurch wird die 
Stringenz des Puffers erhöht und die Hintergrundfärbung auf der Membran minimiert. 
Nach dem Blocken folgten drei 5minütige Waschschritte mit 1x TBS-T, um die 
Blocking-Lösung abzuwaschen. Die Inkubation mit dem Primärantikörper erfolgte bei 
4°C über Nacht. Er wurde nach Herstellerangaben mit 3 % BSA in 1x TBS-T (bzw. 
Casein-Puffer) verdünnt. Zur Entfernung von überschüssigem primärem Antikörper 
wurde die Membran fünfmal für 5 min mit 1x TBS-T gewaschen. Anschließend wurde 
die Membran für 1 h bei RT unter Schütteln mit dem sekundären Antikörper inkubiert, 
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der in 5 % Magermilchpulver in 1x TBS-T (bzw. Casein-Puffer 1 : 1 mit 1x TBS-T 
verdünnt) gelöst wurde (Tab.24).  
 
Sekundärantikörper Menge 
Goat-anti-mouse 7,5 ng/ml 
Goat-anti-rabbit 3,75 ng/ml 
 
Tab.24: Konzentrationen der sekundären Antikörper 
 
Nach der Inkubation mit dem Sekundärantikörper wurde dieser fünfmal für 5 min mit 
1x TBS-T von der Membran gewaschen.  
Zur Detektion der Proteine wurde ein Chemilumineszenz-Detektionssystem 
verwendet, welches auf der Kopplung des Sekundärantikörpers an 
Meerrettichperoxidase (horseradishperoxidase, HRP) beruht, die Luminol in 
Anwesenheit von Wasserstoff oxidiert, wobei Chemilumineszenz im blauen 
Wellenlängenbereich abgegeben wird, die über einen Röntgenfilm detektiert werden 
kann. Die Expositionszeiten können zwischen 10 sec bis 30 min liegen. Je nach 
erwarteter Proteinmenge oder verwendeten Antikörper wurde zur Detektion das 
SuperSignal West Pico Substrate (Pierce, Rockford, USA) oder das sensitivere 
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Pierce, Rockford, USA) 
verwendet. 
 
 
2.2.2.11 Fluoreszenzmikroskopie 
Zur Auswertung von indirekten Immunofluoreszenz-Versuchen wurde das inverse 
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M (Carl Zeiss, Jena, D) verwendet. Das 
Mikroskop beruht auf dem Prinzip der Epifluoreszenzmikroskopie, bei der das 
Präparat durch das Objektiv beleuchtet wird. Dadurch wird es mit Licht 
unterschiedlicher Wellenlänge bestrahlt. Mit Hilfe von optischen Filtern wird die für 
die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes nötige Wellenlänge isoliert und das 
monochromatische Licht auf das Objekt geleitet. Die angeregten Fluorochrome 
emittieren Licht, welches langwelliger und somit energieärmer ist als das absorbierte 
Anregungslicht, das eine andere Farbe besitzt.  
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Die Fluoreszenz entsteht dadurch, dass bestimmte Elektronen der fluoreszierenden 
Moleküle Photonen absorbieren und dadurch auf ein höheres Energieniveau 
gelangen. Die Elektronen fallen auf den ursprünglichen Energielevel zurück und 
setzen dabei Energie frei, wodurch es zur Emission des Fluoreszenzlichts kommt. 
Das angeregte Licht wird im optischen Strahlengang durch einen Strahlenteiler vom 
emittierten Licht getrennt. Licht mit kleinerer Wellenlänge wird reflektiert, wohingegen 
Licht mit größerer Wellenlänge durchgelassen wird. Der Strahlenteiler wird so 
ausgewählt, dass die kritische Wellenlänge zwischen Anregungs- und 
Emissionsmaximum des Fluorochroms liegt. Das Anregungslicht wird durch das 
Objektiv zum Präparat gelenkt und das langwelligere Fluoreszenzlicht gelangt durch 
das Okular zum Auge. 
Es werden drei verschiedene Filtersätze (Tab.25) mit jeweils festgelegtem 
Anregungsspektrum (Bandpass, BP), Strahlteiler (Fouriertransformation, FT) und 
einem Tiefpass-Emissionsfilter (Lowpass, PL) verwendet. 
 
Filtersatz Anregung (nm) Emission (nm) Strahlteiler (nm) Kanalfarbe 
01 BP 365/12 LP 397 FT 395 Blau 
09 BP 450-490 LP 515 FT 510 Grün 
15 BP 546/12 LP 590 FT 580 Rot 
 
Tab.25: Verwendete Filtersätze des Fluoreszenzmikroskops 
 
Mit Hilfe des Apotome-Moduls, welches in die Leuchtfeldblendebene des 
Auflichtstrahlengangs geschoben werden kann, kann dort eine Gitterstruktur 
abgebildet werden. Sie wird in der Objektebene scharf abgebildet und durch 
Scanning in die Präparatebene eingebracht, wodurch Abstände einzelner 
Präparatstrukturen zur Focusebene abgeschätzt werden können. Es wird in jeder der 
drei möglichen Gitterpositionen ein Bild mit der Digitalkamera AxioCam MRm 
aufgenommen und über die Software AxioVision Rel. 4.5 zu einem scharfen 
dreidimensionalen Bild verrechnet. Zur weiteren Bildbearbeitung wurde AxioVision 
Viewer Rel. 4.5 verwendet.  
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2.2.2.12 Indirekte Immunofluoreszenzanalysen 
Um Proteine mikroskopisch sichtbar zu machen, wurde die indirekte 
Immunofluoreszenz angewendet. Es wird dabei das Antigen des zu analysierenden 
Proteins mit einem unkonjugierten Primärantikörper detektiert, der an einen 
Sekundärantikörper binden kann, an den ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Dies 
hat den Vorteil, dass der Primärantikörper an verschiedene markierte 
Sekundärantikörper binden kann und so mehrere Sekundärantikörper mit 
verschiedenen Epitopen des Primärantikörpers reagieren können, wodurch es zu 
einer Verstärkung des Signals kommt.  
Als Sekundärantikörper werden solche benutzt, die einen Alexa Fluor Farbstoff 
tragen.  
Zur Untersuchung von Zellen mittels Immunofluoreszenz wurden sie in einer Dichte 
von 50.000 Zellen/ml in 24-Loch-Platten ausgesät, in die zuvor runde Deckgläser, die 
mit Poly-L-Lysin beschichtet worden waren, hineingelegt worden sind. Am nächsten 
Tag wurden die Zellen mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert. Wiesen die 
Zellen am Folgetag eine ausreichende Transfektionseffizienz auf, wurde das Medium 
abgenommen und die Zellen mit 1x PBS gewaschen. Anschließend wurden sie für 
15 min mit 4 %-iger Paraformaldehydlösung fixiert. Dann wurden die Zellen dreimal 
mit 1x PBS gewaschen und als nächstes für 30 min bei RT mittels Blocking Puffer 
geblockt und permeabilisiert. Danach wurde erneut dreimal mit 1x PBS gewaschen 
und die Zellen über Nacht bei 4°C mit dem primären Antikörper, der in 3 % BSA in 1x 
PBS gelöst war, inkubiert (Tab.26). Am Folgetag wurde die Antikörper-Lösung 
abgenommen und die Zellen dreimal mit 1x PBS gewaschen. An den letzten 
Waschschritt schloss sich die Zugabe des zweiten fluoreszenzmarkierten Antikörpers 
an, der wiederum in 3 % BSA in 1x PBS gelöst war. Die Zellen wurden für 30 min mit 
dem sekundären Antikörper bei RT im Dunkeln inkubiert (Tab.27) und anschließend 
wieder dreimal mit 1x PBS gewaschen. Zum Schluss wurden die Deckgläschen aus 
den 24-Loch-Platten herausgehoben, mit Millipore-Wasser abgespült und mit 
Immomount-Medium auf Objektträgern eingedeckt. 
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Primärantikörper Verdünnung 
anti-Caveolin-3 IgG (Abcam) 1 : 250 
anti-HA.11 IgG 1 : 250 
anti-gm130 IgG 1 : 250 
 
Tab.26: Verwendete Primärantikörper-Verdünnungen 
 
Sekundärantikörper Verdünnung 
Alexa Fluor 488 goat-anti-rabbit IgG 1 : 250 
Alexa Fluor 555 goat-anti-mouse IgG 1 : 500 
 
Tab.27: Verwendete Sekundärantikörper-Verdünnungen 
 
 
2.2.2.13 Reportergen-Assay 
Um den Einfluss von Proteinen auf den IL-6-Rezeptor zu untersuchen, wurde ein 
Reportersystem bestehend aus einem ß-Galaktosidase-, einem STAT3-responsiven 
Luciferase-Reporter- und einem EPO/gp130 Fusionsprotein-Konstrukt verwendet, 
das freundlicherweise von Professor Dr. rer. nat. Schaper aus der Biochemie, RWTH 
Aachen, zu Verfügung gestellt wurde.  
Die Konstrukte des Reportersystems wurden zusammen mit den Caveolin-3-WT- 
bzw. Konstrukten, die die Mutationen enthielten, in Hep G2 Zellen, die in DMEM mit 
10 % FCS kultiviert wurden, mit Hilfe von Fugene® 6 (Roche, Mannheim, D) nach 
Herstellerangaben cotransfiziert (Abb.9, Tab.28). Am darauf folgenden Tag wurde 
der Luciferase-Reportergen Assay (Promega, Madison, USA) nach 
Herstellerprotokoll durchgeführt und mit Hilfe eines Luminometers ausgewertet. 
 
Konstrukt Menge für Transfektion 
ß-Galaktosidase-Konstrukt 0,4 µg 
STAT3-responsives Luciferase Reporter-Konstrukt 0,8 µg 
EP0/gp130-Fusionsprotein-Konstrukt 1 µg 
Caveolin-3-Konstrukte 1 µg 
 
Tab.28: Bestandteile und zu verwendende Konzentrationen des Reportergen-Assays 
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Abb.9: Bestandteile des Reportergen-Assays 
 
Die Aktivität der Luciferase, die mit dem Luminometer gemessen werden kann, 
repräsentiert die Aktivität des IL-6-Rezeptors und der folgenden Moleküle in der 
Signalkaskade des Zytokin-Rezeptors. Um die Grundaktivität der Moleküle in der 
Zelle herauszurechnen, wurde die Aktivität von ß-Galaktosidase gemessen und mit 
den Messwerten, die bei der Luciferase-Messung erhalten wurden, verrechnet. 
 
 
2.2.2.14 Elektroporation 
Mit Hilfe der Elektroporation kann, wie bei der Transfektion mittel Lipofektion, DNA in 
Zellen eingeschleust werden. Dies geschieht durch ein elektrisches Feld, welches 
dazu führt, dass in die Zellmembranen winzige Löcher gerissen werden, die sich 
nach wenigen Millisekunden wieder schließen. Durch die Induktion der Poren kommt 
es zu einem Verlust der Semipermeabilität der Membranen. Wird Plasmid-DNA in 
das umgebende Milieu injiziert, kann diese von den Zellen aufgenommen werden. 
Der Vorteil der Elektroporation als Transfektionsmethode liegt darin, dass die 
Effizienz sehr hoch ist. Sie ist jedoch abhängig von der Reinheit der injizierten 
Plasmid-Lösung. Um tierische Zellen zu elektroporieren, muss eine Feldstärke von 
etwa 1 kV/cm vorliegen.  
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Die Materialien für die Durchführung der Elektroporation des Musculus tibialis 
anterior von Lewis-Ratten wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von 
Herrn Professor Dr. deBaets des Institute Brain and Behavior aus Maastricht, NL zur 
Verfügung gestellt. Die sechs Wochen alten Lewis-Ratten wurden mit Hilfe von 
Isofluran narkotisert. Die Hinterläufe der Ratten wurden freirasiert und jeweils 75 µl 
des entsprechenden Plasmids an verschiedenen Stellen in den Muskel injiziert 
(Tab.29). Dann wurde eine Stromstärke von 155 V angelegt, wodurch die injizierten 
Plasmide in die Muskelzellen gelangen. Nach zwei Wochen wurden die Tiere mittels 
CO2 getötet, der Muskel extrahiert und mit Isopentan eingefroren. 
 
Tier Linker Muskel Rechter Muskel 
1 WT-Caveolin-3 GFP GFP-Leervektor 
2 WT-Caveolin-3 GFP R26Q GFP 
3 R26Q GFP GFP-Leervektor 
4 R26Q HA HA-Leervektor 
5 WT-Caveolin-3 HA R26Q HA 
6 WT-Caveolin-3 HA HA-Leervektor 
 
Tab.29: Plasmidkombinationen bei der Elektroporation 
 
2.2.2.15 Färbung der Kryoschnitte  
Kryoschnitte des Musculus tibialis anterior der Lewis-Ratten wurden sowohl 
maschinell unter Verwendung des Optimax plus consolidated staining Geräts 
(BioGenex Laboratories, San Ramon, USA) als auch per Hand mit den 
entsprechenden Antikörpern gegen Caveolin-3, GFP und HA gefärbt. Bei den per 
Hand gefärbten Schnitten werden die entsprechenden Proteine mit den sekundären 
fluoreszenzmarkierten Antikörpern detektiert. Bei der Färbung mit Alexa Fluor 
gelabelten Antikörpern wurde der primäre Antikörper (Verdünnung 1 : 100) in 200 µl 
Antikörper-Verdünnungslösung verdünnt und auf die entsprechenden 
Gewebeschnitte pipettiert. Diese wurden in einer feuchten Kammer mit der 
Antikörperlösung über Nacht bei RT inkubiert. Am Folgetag wurde die Antikörper-
Lösung mit Hilfe von 1x PBS abgespült und durch die entsprechende Sekundär-
Antikörper-Lösung ersetzt, die wiederum 200 µl der Antikörper-Verdünnungslösung 
und Alexa Fluor555 goat anti-rabbit IgG (H+L) (Invitrogen, Carlsbad, USA) (1 : 100) 
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oder Alexa Fluor488 goat anti-mouse IgG (H+L) (Invitrogen, Carlsbad, USA) (1 : 100) 
enthielt. Die Schnitte wurden mit dem sekundären Antikörper für 1 h bei 
Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert, anschließend mit 1x PBS 
gewaschen und mit Vectashield Mouting Medium (Vector Laboratories, California, 
USA) eingedeckt. Bis zur fluoreszenzmikroskopischen Auswertung wurden die 
Objektträger im Dunklen bei 4°C gelagert.  
 
 
2.2.2.16 ß-Galaktosidase-Färbung von Kryoschnitten zur Kontrolle der 
Elektroporationseffizienz 
Zur Analyse der Elektroporationseffizienz wurde eine ß-Galactosidase-Färbung des 
mit dem Konstrukt pVAX-LacZ elektroporierten Muskels durchgeführt. Dazu wurde 
der Kryoschnitt des Muskels für 5 min mit 1x PBS gewaschen, in eine feuchte 
Kammer gelegt und 5 bis 10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Anschließend 
wurden 50 µl einer auf 42°C vorgewärmten Staining Solution+ 1/30 X-Gal auf den 
Schnitt pipettiert und dieser mit einem Deckglas abgedeckt. Die feuchte Kammer 
wurde über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Deckgläser mit 
1x PBS abgespült und die Schnitte zweimal mit 1x PBS für 5 min gewaschen. Zum 
Schluss wurden die Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (Tab.30) 
dehydriert, eingedeckt und ausgewertet. 
 
EtOH 50 % 1x 5 min 
EtOH 70 % 1x 5 min 
EtOH 96 % 1x 5 min 
EtOH 100 % 1x 5 min 
 
Tab.30: Aufsteigende Alkoholreihe 
 
 
2.2.2.17 Färbung von Semidünnschnitten mit Toluidinblau 
Semidünnschnitte des Nervs wurden für zweieinhalb Minuten mit auf 60°C erwärmter 
Toluidinblau-Lösung gefärbt und anschließend dreimal in H2O dest. gespült. Die 
abgekühlten Schnitte wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Tab.30 allerdings 
ohne 50 % EtOH-Schritt) dehydriert und 5 bis 10 min in Xylol getaucht. Zum Schluss 
wurden sie eingedeckt und analysiert. 
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2.2.2.18 Hämatoxylin-Eosin-(HE)-Färbung des Muskels 
Die Kryoschnitte des Muskels wurden für 10 min mit Hämatoxylin gefärbt und für 10 
min in Leitungswasser gebläut. Anschließend folgte eine zweiminutige Behandlung 
der Schnitte mit 1 % Eosin. Dann wurden sie mit Leitungswasser gespült und in einer 
aufsteigenden Alkoholreihe (siehe 2.2.2.16) dehydriert und für 5 bis 10 min in Xylol 
getaucht. Zum Schluss wurden sie eingedeckt und ausgewertet. 
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3 Ergebnisse 
 
 
3.1 Nachweis der Expression von durch Mutagenese erzeugten Caveolin-3-
Konstrukten 
 
3.1.1 Herstellung und Sequenzierung der Expressionsplasmide 
Im Rahmen der proteinbiochemischen Untersuchungen der Auswirkung 
verschiedener Mutationen im Caveolin-3-Gen wurden zunächst die zu 
analysierenden Punktmutationen R26Q, P28L, A45T und G55S (Abb.10) mit Hilfe 
von Mutagenese durch entsprechende Primer in pCB6- und pEGFP-N1-Vektoren 
eingebracht, welche die Caveolin-3-WT-Sequenz (NM_007617) enthielten.  
 
 
 
Abb.10: Lokalisation der untersuchten Punktmutationen im Caveolin-3-Protein 
 
Anschließend wurden die hergestellten Konstrukte sequenziert (Abb.11). 
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Abb.11: Sequenzierungen der klonierten Caveolin-3-Konstrukte: 
a) Ausschnitt aus Caveolin-3-WT-Sequenz 
b) Ausschnitt aus Sequenz des die Mutation P28L tragenden Konstrukts 
 
 
3.1.2 Mutiertes Caveolin-3-Protein zeigt ein auffälliges Bandenmuster im 
Western Blot 
Um zu untersuchen, ob die hergestellten Plasmide funktionsfähig waren und die 
mutierte cDNA in das entsprechende Protein translatiert wurde, wurden Western 
Blot-Analysen durchgeführt. Dazu wurden die synthetisierten Caveolin-3-Konstrukte 
transient in HEK293 Zellen transfiziert, lysiert und gleiche Proteinmengen im SDS-
Gel aufgetrennt. Sowohl das WT-Caveolin-3 Protein als auch die Proteine, welche 
die Mutationen R26Q, P28L, A45T oder G55S enthielten, wurden mit einem 
polyklonalen Antikörper gegen Caveolin-3 detektiert. 
 
Es zeigte sich, dass alle mutierten Proteine in etwa das gleiche Expressionslevel wie 
das des WT-Caveolin-3-Proteins aufwiesen (Abb.12). Interessanterweise zeigte sich 
in den Spuren 2 und 3, wo die Lysate der mit den die Mutationen R26Q und P28L 
tragenden Konstrukten transfizierten Zellen aufgetragen worden waren, eine 
Verschiebung der Proteinbande nach oben bzw. nach unten im Vergleich zur Höhe 
der Bande des WT-Caveolin-3-Proteins. In der sechsten Spur wurde Zelllysat 
aufgetragen, das lediglich mit dem pEGFP-N1-Leerkonstrukt transfiziert worden war. 
Dort wurde keine Proteinbande sichtbar. Dadurch wurde ausgeschlossen, dass der 
verwendete Antikörper unspezifische Bindungen mit anderen im Lysat befindlichen 
Proteinen eingeht. 
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Abb.12: Western Blot-Analyse zum Nachweis der Expression von WT- bzw. mutiertem 
Caveolin-3, das jeweils eine der verschiedenen Punktmutationen R26Q, P28L, A45T bzw. G55S 
enthielt: 
HEK293 Zellen wurden mit den Konstrukten, welche die Punktmutationen R26Q, P28L, A45T oder 
G55S enthielten, bzw. dem WT-Caveolin-3-Konstrukt transient transfiziert und am Folgetag lysiert. 
Gleiche Proteinmengen der Lysate wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die Proteine wurden mit 
einem RAb Caveolin-3-Antikörper detektiert. Als Negativkontrolle wurde das Lysat von Zellen 
aufgetragen, die mit dem pEGFP-N1-Leervektor transfiziert worden waren.  
 
 
3.2 Analyse der Lokalisation der mutierten Caveolin-3-Proteine nach der 
transienten Transfektion in die Myoblastenzelllinie C2C12 
Mit Hilfe von Immunofluoreszenz-Versuchen sollte untersucht werden, wo die 
mutierten Caveolin-3-Proteine, im Vergleich zum WT-Caveolin-3, in der Zelle 
lokalisiert sind. Dazu wurde das Caveolin-3-WT-Konstrukt bzw. diejenigen 
Konstrukte, welche die Mutationen R26Q, P28L, A45T bzw. G55S trugen, transient in 
C2C12 Zellen transfiziert. Am Folgetag wurden die Zellen mit 4 % PFA fixiert, dann 
geblockt, permeabilisiert und anschließend mit Organell-Markern inkubiert, die den 
Golgi- (Abb.13) bzw. das Endoplasmatische Retikulum (nicht gezeigt) markieren. 
Durch Alexa Fluor-markierte sekundäre Antikörper konnten das Caveolin-3-Protein 
bzw. die Organellen mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops sichtbar gemacht werden. 
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Die Auswertung der Immunofluoreszenz-Versuche bestätigte die von Carozzi und 
Mitarbeiten (2002) für die Mutation P104L beschrieben Ergebnisse, dass die 
Mutationen zu einer Retention des mutierten Caveolin-3-Proteins im Golgi-Komplex 
führen, anstatt dass die Proteine an die Plasmamembran transportiert werden, wie 
es bei dem WT-Caveolin-3-Protein der Fall ist (Abb.13A). Nach Transfektion des 
Konstrukts, welches die Mutation G55S enthielt, zeigte sich allerdings neben der 
Lokalisation des Proteins im Golgi eine zusätzliche Caveolin-3-Färbung an der 
Plasmamembran (Abb.13E). Die simultane Färbung der mit den verschiedenen 
Konstrukten transfizierten C2C12 Zellen mit dem Antikörper, der das 
Endoplasmatische Retikulum markiert, und dem Antikörper gegen Caveolin-3 ergab 
keinerlei Kolokalisation. Dies bedeutet, dass das mutierte Caveolin-3 nicht im 
Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist (Daten nicht gezeigt). 
 
 
 
Abb.13: Immunofluoreszenz-Analysen zur Detektion der Lokalisation der mutierten Caveolin-3-
Proteine in C2C12 Zellen: 
Es wurden C2C12 Zellen transient mit dem WT-Caveolin-3-Konstrukt bzw. den die Punktmutationen 
R26Q, P28L, A45T oder G55S enthaltenden Konstrukten transfiziert. Am nächsten Tag wurden die mit 
4 % PFA fixierten Zellen mit einem Antikörper gegen Caveolin-3 und dem Golgi-Marker gm130 
inkubiert. Die Abbildung zeigt ein repräsentatives Ergebnis von drei unabhängig voneinander 
durchgeführten Experimenten. 
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Blau: Hoechst 33342 (Nukleus) 
Grün: Caveolin-3 
Rot: gm130 (Golgi-Apparat) 
Dünne weiße Pfeile: Lokalisation von Caveolin-3 an der Plasmamembran 
Dicke weiße Pfeile: Lokalisation von Caveolin-3 im Golgi-Apparat 
A: WT-Caveolin-3-Konstrukt transfiziert 
B: Caveolin-3-Konstrukt mit R26Q-Mutation transfiziert 
C: Caveolin-3-Konstrukt mit P28L-Mutation transfiziert 
D: Caveolin-3-Konstrukt mit A45T-Mutation transfiziert 
E: Caveolin-3-Konstrukt mit G55S-Mutation transfiziert 
 
 
3.3 Analyse der Beeinflussung des WT-Proteins durch die mutierten Caveolin-
3-Proteine 
Da in zwei Veröffentlichungen von Galbiati und Mitarbeitern (1999b) sowie der 
Arbeitsgruppe um Sotgia (2003) gezeigt wurde, dass sich die Mutation P104L 
autosomal-dominant bezüglich des WT-Caveolin-3-Proteins verhält, wohingegen die 
Mutation R26Q keinen Einfluss auf das WT-Protein nehmen kann, sollte untersucht 
werden, wie sich die Mutationen P28L, G55S und A45T verhalten. 
In Anlehnung an die Studien von Galbiati und Sotgia (1999b, 2003) wurden dazu 
NIH3T3 Zellen transient mit dem Caveolin-3-WT-GFP sowie den entsprechenden 
HA-getagten WT- bzw. mutierten Konstrukten kotransfiziert. Am Folgetag wurden die 
Zellen mit 4 % PFA fixiert, geblockt, permeabilisiert und anschließend mit dem 
Antikörper gegen das HA-Tag inkubiert. Durch Alexa Fluor-markierte sekundäre 
Antikörper konnten die HA-getagten Caveolin-3-Proteine mit Hilfe des 
Fluoreszenzmikroskops sichtbar gemacht werden. 
Es zeigte sich, dass das WT-Protein zum größten Teil an der Plamamembran 
lokalisiert ist, wenn das WT-Caveolin-3-Konstrukt mit dem R26Q- oder dem G55S-
Konstrukt kotransfiziert wurde. Lediglich ein kleiner Teil des WT-Proteins kolokalisiert 
mit dem mutierten Caveolin-3-Protein im Golgi-Apparat. Nach Transfektion des WT-
Caveolin-3-Konstrukts zusammen mit denjenigen, die die Mutationen P28L bzw. 
A45T trugen, zeigte sich eine Kolokalisation der beiden Proteine im Golgi-Apparat 
(Abb.14). Demnach verhalten sich die beiden Mutationen, genau wie die Mutation 
P104L, dominant-negativ in Bezug auf das WT-Caveolin-3-Protein.  
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Abb.14: Immunofluoreszenz-Analysen zur Detektion der Lokalisation des WT-Caveolin-3-
Proteins nach Kotransfektion mit den mutierten Caveolin-3-Konstrukten: 
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NIH3T3 Zellen wurden transient mit dem WT-Caveolin-3-Konstrukt sowie den die Punktmutationen 
R26Q, P28L, A45T oder G55S enthaltenden Konstrukten kotransfiziert. Am Folgetag wurden die mit 
4%PFA fixierten Zellen mit einem Antikörper gegen das HA-Tag inkubiert. Die Abbildung stellt ein 
repräsentatives Ergebnis von drei unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen dar. 
Blau: Hoechst 33342 (Nukleus) 
Grün: Caveolin-3-GFP 
Rot: Caveolin-3-HA 
Weiße Pfeile: Lokalisation von Caveolin-3 
 
 
3.4 Analyse der Einflüsse der Caveolin-3 Mutationen auf den EGF-Rezeptor 
Einer der untersuchten in den Caveolae lokalisierten Rezeptoren ist der Epidermale 
Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR). Die Signaltransduktionsprozesse von EGFR 
werden in den Caveolae initiiert. (Paratcha und Ibanez, 2002). Er spielt eine wichtige 
Rolle bei Zellwachstums- und Regenerationsprozessen des Muskels (Chen. et al., 
1995).  
 
 
3.4.1 Detektion der Phosphorylierungslevel des EGF-Rezeptors nach 
Kotransfektion mit dem EGFR- und den verschiedenen Caveolin-3-Konstrukten 
Zur Analyse der Auswirkungen von Mutationen im Caveolin-3-Gen auf den 
Signalweg des EGF-Rezeptors wurden HEK293 Zellen transient mit dem WT-
Caveolin-3- bzw. den R26Q- und P28L-Konstrukten sowie dem EGFR-Konstrukt im 
Doppelansatz kotransfiziert. Durch die Kotransfektion der Modellzelllinie, die weder 
endogenen EGF-Rezeptor und noch Caveolin-3-Protein aufweist und eine hohe 
Transfektionseffizienz garantiert, wird sichergestellt, dass in jeder transfizierten Zelle 
gleiche Mengen der zu analysierenden Proteine vorliegen. Jeweils ein Ansatz wurde 
über Nacht serumfrei inkubiert und am nächsten Tag mit EGF stimuliert. Dann 
wurden 10 µg der hergestellten Lysate auf dem SDS-Gel aufgetragen und nach dem 
Western Blot mit Antikörpern gegen EGFR und pEGFR (Tyr1045) inkubiert. 
 
 
3.4.2 Die Punktmutationen R26Q und P28L beeinflussen die Phosphorylierung 
des EGF-Rezeptors 
Nach Detektion der Proteinmengen zeigte sich, dass die Transfektion mit dem 
Konstrukt, das die Mutation R26Q trug, dazu führte, dass das 
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Phosphorylierungsniveau von EGFR niedriger war als das nach Transfektion des 
WT- bzw. des Konstrukts, dass die Mutation P28L enthielt (Abb.15, Spur 3, 1 und 5). 
Interessanterweise führte die Mutation P28L zu einer Phosphorylierung, die stärker 
war als diejenige nach Transfektion des WT-Konstrukts (Abb.15, Spur 5 und 1). Des 
Weiteren war nach Transfektion des Caveolin-3-WT-Konstrukts das 
Phosphorylierungsniveau niedriger als nach der Transfektion mit dem GFP-
Leervektor (Abb.15, Spur 1 und 7). Die Gesamtproteinmenge von EGFR war in 
jedem Lysat in etwa gleich.  
 
 
 
Abb.15: Analyse der Phosphorylierung des EGF-Rezeptors nach Kotransfektion mit den 
Caveolin-3-Konstrukten in HEK293 Zellen:  
HEK293 Zellen wurden transient mit dem EGF-Rezeptor Konstrukt und dem WT-Caveolin-3 bzw. den 
die Mutationen R26Q und P28L tragenden Konstrukten im Doppelansatz transfiziert und jeweils eine 
Hälfte über Nacht serumfrei inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen mit 50 ng/ml EGF für 10 
min stimuliert und lysiert. Gleiche Lysatmengen wurden in die SDS-PAGE eingesetzt. Die 
entsprechenden Proteinmengen wurden mit Antikörpern gegen den EGF-Rezeptor und pEGF-
Rezeptor (Tyr1045) detektiert. Der gezeigte Blot stellt ein repräsentatives Ergebnis von drei 
unabhängig durchgeführten Experimenten dar. 
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3.4.3 Auswirkungen von Caveolin-3 auf die Downstreamfaktoren des EGF-
Rezeptors 
Zur Untersuchung der Auswirkungen der Caveolin-3-Mutationen auf die 
Downstreamfaktoren ERK1/2 und Akt des EGF-Rezeptors wurden HEK293 Zellen 
mit dem EGF-Rezeptor-Konstrukt und dem WT-Caveolin-3- bzw. den R26Q- oder 
P28L-Konstrukten im Doppelansatz transient kotransfiziert. Ein Ansatz wurde über 
Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und am Folgetag mit EGF stimuliert und 
lysiert. Gleiche Proteinmengen dieser Lysate und Lysate unstimulierter Zellen 
wurden auf SDS-Gele aufgetragen und mittels Western Blot und Antikörpern gegen 
die Phosphorylierungsstellen Thr202/Tyr204 von ERK1/2 und Ser473 von Akt 
untersucht. 
 
 
3.4.4 Die Downstreamfaktoren Akt und ERK1/2 von EGFR werden durch die 
Punktmutationen R26Q und P28L nicht beeinflusst 
Es ließen sich keine Unterschiede bei den detektierten Phosphorylierungsleveln der 
beiden untersuchten Downstreamfaktoren Akt und ERK1/2 nach Transfektion der 
mutierten Konstrukte im Vergleich zu denen nach Transfektion des WT-Caveolin-3-
Konstrukts feststellen (Abb.16). Die Proteine werden durch das mutierte Caveolin-3 
nicht in ihrer Aktivität beeinflusst. Die Gesamtproteinmenge der Signalmoleküle ist in 
allen Spuren gleich. 
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Abb.16: Analyse der Phosphorylierung der Downstreamfaktoren Akt und ERK1/2 nach 
Kotransfektion von HEK293 Zellen mit dem EGF-Rezeptor-Konstrukt sowie dem WT-Caveolin-
3-Konstrukt bzw. den mutierten Caveolin-3-Konstrukten:  
HEK293 Zellen wurden mit dem EGF-Rezeptor- und dem WT-Caveolin-3-Konstrukt bzw. mit den die 
Mutationen tragenden Vektoren kotransfiziert, über Nacht in serumfreien Medium inkubiert und am 
nächsten Tag mit 50 ng/ml EGF für 10 min stimuliert. Dann wurden je 10 ng der Lysate mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Nach dem Western Blot wurden die Proteinlevel von Akt, pAkt (Ser473), ERK1/2 
und pERK1/2 (Thr202/Tyr204) mit Hilfe der entsprechenden Antikörper detektiert. Der dargestellte 
Blot zeigt ein repräsentatives Ergebnis von drei unabhängigen Versuchsdurchführungen. 
 
 
3.4.5 Einfluss von Caveolin-3 auf die Internalisierung des EGF-Rezeptors 
Nach Aktivierung des EGF-Rezeptors mittels EGF wird dieser über frühe Endosomen 
internalisiert, bevor er weiter über späte Endosomen transportiert wird. Von dort wird 
der Rezeptor zu den Lysosomen befördert, wo er degradiert wird. Mit Hilfe eines 
Biotin-Crosslinkers und von Streptavidin-Sepharose lassen sich die Mengen der 
EGF-Rezeptoren detektieren, die nach Stimulation der Zellen mit dem 
entsprechenden Liganden auf der Zelloberfläche lokalisiert sind. 
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3.4.6 Die Punktmutationen im Caveolin-3-Gen beeinträchtigen die 
Internalisierung des EGF-Rezeptors 
Um herauszufinden ob die Caveolin-3-Punktmutationen die Internalisierung des 
EGF-Rezeptors beeinflussen, wurden HEK293 Zellen transient mit den Konstrukten, 
die entweder die WT-Caveolin-3 cDNA oder die cDNA, die die Punktmutationen 
R26Q oder P28L enthielten, sowie dem EGF-Rezeptor Konstrukt kotransfiziert und 
über Nacht ausgehungert. Nach Stimulation mit EGF wurden die Rezeptoren an der 
Zelloberfläche biotinyliert. Nach der Lyse folgte die Präzipitation der biotinylierten 
Proteine über Steptavidin-Sepharose. Zur Detektion der Gesamtmenge an EGF-
Rezeptoren wurden Gesamtprotein-Lysate hergestellt. Es wurden gleiche Mengen 
Lysat auf die SDS-PAGE aufgetragen und nach dem Western Blot mit Antikörpern 
gegen EGFR die entsprechende Menge des an der Oberfläche zurückgehaltenen 
Rezeptors bzw. die EGFR-Gesamtmenge detektiert.  
 
Mit Hilfe des Oberflächen-Biotinylierungs-Assays (Abb.17) konnte gezeigt werden, 
dass die Mutation R26Q im Caveolin-3-Konstrukt dazu führt, dass weniger EGF-
Rezeptor auf der Zelloberfläche nach Stimulation mit dem Liganden zu finden ist 
(Abb.17, Spur 2) als nach Transfektion der Zellen mit dem WT-Caveolin-3, bzw. dem 
P28L-Konstrukt (Abb.17, Spur 1 und Spur 3). Zusätzlich lässt sich feststellen, dass 
die Transfektion des Caveolin-3-WT-Konstrukts zu einer geringeren Konzentration an 
Rezeptor auf der Oberfläche führt als die Transfektion des GFP-Leervektors (Abb. 
17, Spur 1 und Spur 7). Die Gesamtproteinmenge des Rezeptors ist in allen Spuren 
gleich. 
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Abb.17: Oberflächen-Biotinylierungs-Assay nach Kotransfektion von HEK293 Zellen mit dem 
EGF-Rezeptor und den Caveolin-3-Konstrukten: 
HEK293 Zellen wurden mit dem EGF-Rezeptor und dem Caveolin-3-WT-Konstrukt bzw. den 
Konstrukten, die die Mutationen R26Q oder P28L trugen, kotransfiziert. Die Zellen wurden über Nacht 
in serumfreien Medium inkubiert und am nächsten Tag mit 50 ng/ml EGF für 10 min stimuliert. 
Anschließend wurden sie einer Oberflächen-Biotinylierung unterzogen und anschließend lysiert. 
Gleiche Mengen der Zelllysate wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und nach Western Blot mit den 
entsprechenden Antikörpern die Mengen von EGF-Rezeptor, die auf der Zelloberfläche lokalisiert 
waren, sowie die Gesamtrezeptormenge je Zelllysat, detektiert. Der gezeigte Blot stellt ein 
repräsentatives Ergebnis von drei unabhängig durchgeführten Assays dar. 
 
 
3.5 Untersuchung des Einflusses von Caveolin-3 auf die Signaltransduktion 
des Neurotrophin-Rezeptors TrkA 
Bei der Untersuchung der Muskel- und Nervenbiopsie eines Patienten (eingesandt 
durch Herrn Prof. Dr. med. Nacimiento, Duisburg), der sowohl an einer Myopathie mit 
Rippling Muscle-Phänomen als auch an einer peripheren Neuropathie litt (Abb.18), 
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wurde bei der Sequenzierung die Mutation R26Q im Caveolin-3-Gen nachgewiesen. 
In der Nervenbiopsie war eine starke Reduktion der markhaltigen Nervenfasern zu 
erkennen. Der Muskel wies zahlreiche Muskelfasern mit zentralständigen Kernen, 
daneben auch häufig atrophische abgeflachte, in Gruppen liegende Fasern auf. 
Diese Befunde entsprachen einer Kombination aus einer primären Myopathie und 
einer sekundären Denervationsatrophie aufgrund der Neuropathie. Sie warfen die 
Frage auf, ob sowohl die Myopathie als auch die Neuropathie auf die Caveolin-3-
Mutation zurückzuführen sind. Interessanterweise wurde kürzlich beschrieben, daß 
Caveolin-3 nicht nur von Skelettmuskelfasern, sondern auch von Schwannschen 
Zellen exprimiert wird (Kawahara, 2004). Somit könnte tatsächlich die pathogene 
Caveolin-3-Mutation in dem oben beschriebenen Indexpatienten sowohl die 
Myopathie als auch die Neuropathie verursacht haben. Aus diesem Grunde wurde 
der Einfluss von Caveolin-3 auf den vornehmlich in Neuronen und Gliazellen, 
allerdings auch in anderen Zellpopulationen wie Epidermis- und Prostata-Zellen 
sowie glatten und Skelett-Muskelfasern exprimierten Neurotrophin-Rezeptor TrkA 
untersucht (Donovan et al. 1995; Rende et al. 2000; Shibayama und Koizumi 1995; 
Yamamoto et al. 1996) (siehe 3.5.1). 
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Abb.18: Nerven- und Muskelbiopsie eines Patienten mit R26Q-Caveolin-3-Mutation:  
Nervenbiopsie: Kunstharz–Semidünnschnitt, Toluidinblau-Färbung; Muskelbiopsie: Kryostatschnitt, 
Hämatoxilin-Eosin.  
Rote Pfeile: Wenige erhaltene große markhaltige Nervenfasern bei insgesamt ausgeprägter 
Reduktion der Nervenfaserdichte 
Schwarze Pfeile: Atrophische, oft abgeflachte (denervierte) Muskelfasern  
Weiße Pfeile: Zentralständige Muskelfaserkerne als Zeichen der Myopathie 
 
Dadurch, dass TrkA in Caveolae nachgewiesen werden kann (Peiró et al., 2000) und 
mit Caveolin-1 (Bilderback et al., 1999), welches zum einen starke Homologien zu 
Caveolin-3 aufweist und zum anderen Heteromere mit Caveolin-3 bildet, interagiert, 
ist die Untersuchung des Neurotrophin-Rezeptors in Zusammenhang mit 
Caveolinopathien in mehrerlei Hinsicht von Interesse. 
Die folgenden Versuche wurden auf die Mutationen R26Q und P28L fokussiert, da 
sie, trotz ihrer räumlichen Nähe zueinander, zu stark unterschiedlichen Phänotypen 
der Caveolinopathien führen. 
 
 
3 Ergebnisse 
 76 
3.5.1 Analyse des Phosphorylierungslevels von TrkA nach Transfektion mit 
verschiedenen Caveolin-3-Konstrukten 
Zur Analyse des Einflusses des Caveolin-3-WT-Proteins bzw. der die Mutationen 
R26Q und P28L enthaltenden Proteine auf den Neurotrophin-Rezeptor TrkA wurden 
PC12 Zellen verwendet. Bei dieser Zelllinie handelt es sich um Ratten-
Phäochromocytom-Zellen, die nach Stimulation mit dem Neurotrophin NGF einen 
neuronalen Phänotyp ausbilden und als etabliertes System für die Untersuchung von 
TrkA gelten (Greene und Tischler, 1976). Peiró und Mitarbeiter konnten im Jahre 
2000 zeigen, dass PC12 Zellen Caveolae aufweisen und beschrieben PC12 Zellen 
als ein ideales Modell um Signalwege zu untersuchen, die für Wachstums- und 
Differenzierungsprozesse von Bedeutung sind.  
 
 
3.5.2 Die Punktmutation P28L in Caveolin-3 führt zur geringeren 
Phosphorylierung des Neurotrophin-Rezeptors TrkA 
Zur Analyse, ob Caveolin-3 die Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors beeinflussen 
kann, wurden PC12 Zellen transient mit dem WT- bzw. mit den die Mutationen R26Q 
oder P28L tragenden Konstrukten im Doppelansatz transfiziert. 
Am folgenden Tag wurde den transfizierten Zellen Serum entzogen und 
anschließend mit NGF stimuliert. Dann wurden die Zellen lysiert. Gleiche 
Proteinmengen der verschiedenen Lysate wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen und 
mittels Elektrophorese aufgetrennt. Zum Vergleich wurden Lysate transfizierter 
Zellen, die nicht mit NGF stimuliert worden waren, aufgetragen. Nach der SDS-PAGE 
wurde der Western Blot durchgeführt.  
 
Im Western Blot zeigte sich, dass die Phosphorylierungslevel von TrkA nach 
Transfektion des Konstrukts, das die Mutationen R26Q enthielt, in etwa das gleiche 
Niveau aufwiesen wie nach Transfektion des WT-Caveolin-3-Konstrukts (Abb.19, 
Spur 4 und Spur 2). Die Transfektion des Vektors, der die Mutation P28L trug, führte 
dagegen dazu, dass die Phosphorylierung am Tyrosin-Rest 490 des Neurotrophin-
Rezeptors geringer war als die des WT-Proteins (Abb.19, Spur 6). Verglichen mit den 
Zellen, die mit dem GFP-Leervektor transfiziert wurden, zeigte sich nach Transfektion 
des WT-Caveolin-3-Konstrukts eine geringere Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors 
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nach Stimulation mit NGF. Die Gesamtmenge der TrkA-Rezeptoren war in allen 
Lysaten gleich.  
 
 
 
Abb.19: Analyse des Einflusses von Caveolin-3 auf die Phosphorylierung von TrkA nach 
Transfektion von PC12 Zellen: 
PC12 Zellen wurden mit dem WT-Caveolin-3-Konstrukt bzw. den Konstrukten, die die 
Punktmutationen R26Q oder P28L enthielten, im Doppelansatz transfiziert. Am nächsten Tag wurde 
jeweils ein Ansatz für fünf Stunden mit DMEM+0,1 % BSA inkubiert und danach mit 50 ng/ml NGF für 
5min stimuliert. Jeweils 10 µg der anschließend mit RIPA-Lysisbuffer hergestellten Lysate wurden auf 
dem SDS-Gel aufgetragen und nach dem Western Blot mit den entsprechenden Antikörpern die 
pTrkA und TrkA-Level detektiert. Der gezeigte Blot stellt ein repräsentatives Ergebnis von drei 
unabhängig durchgeführten Experimenten dar. 
 
 
3.5.3 Auswirkungen der Caveolin-3-Mutationen auf die Downstreamfaktoren 
von TrkA 
Wird der Neurotrophin-Rezeptor TrkA durch NGF aktiviert, nimmt er Einfluss auf eine 
Vielzahl weiterer Proteine wie z.B. die MAP Kinasen ERK1/2 oder Akt, die in 
verschiedenste Signaltransduktionsprozesse involviert sind. Akt ist beispielweise für 
die Vergrößerung der Muskelmasse und die Verbesserung der Muskelstärke 
verantwortlich (Peter et al., 2008).  
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3.5.4 Die Punktmutation P28L führt zur geringeren Phosphorylierung des 
Downstreamfaktors Akt 
Um die möglichen Auswirkungen der Caveolin-3-Mutationen auf die TrkA-
Downstreamfaktoren ERK1/2 und Akt zu untersuchen, wurden PC12 Zellen mit dem 
WT-Caveolin-3- bzw. den die Mutationen tragenden Konstrukten im Doppelansatz 
transient transfiziert. Am nächsten Tag wurde den Zellen Serum entzogen und 
anschließend mit NGF stimuliert, lysiert und gleiche Proteinmengen dieser Lysate 
und Lysate unstimulierter Zellen auf SDS-Gele aufgetragen. Im Western Blot wurden 
mittels Antikörpern gegen die Phosphorylierungsstellen Thr202/Tyr204 von ERK1/2 
und Ser473 von Akt die Phosphorylierungslevel der Signalmoleküle detektiert 
(Abb.20). Zusätzlich wurden Antikörper gegen Akt und ERK1/2 zur Abschätzung der 
Gesamtproteinmengen verwendet. 
 
Es zeigte sich, dass die Mutation P28L zu einem geringeren 
Phosphorylierungsniveau von Akt im Vergleich zum WT-Protein bzw. dem Caveolin-
3-Protein, das die Mutation R26Q trug, von Akt führte. Das Phosphorylierungsniveau 
nach Transfektion der Zellen mit dem WT-Caveolin-3-Konstrukt war etwas höher als 
das Level nach Transfektion des GFP-Leervektors (Abb.20, Spur 1 und Spur 7). Die 
Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2 wurde durch die untersuchten 
Mutationen im Caveolin-3-Protein nicht verändert. Die Gesamtproteinmengen von 
Akt und ERK1/2 waren in allen Spuren gleich. 
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Abb.20: Analyse der Phosphorylierungslevel von Akt und ERK1/2 nach Transfektion von PC12 
Zellen mit dem WT-Caveolin-3-Konstrukt bzw. den mutierten Caveolin-3-Konstrukten: 
PC12 Zellen wurden mit dem Caveolin-3-WT-Konstrukt bzw. den Konstrukten, die die Mutationen 
R26Q oder P28L enthielten, im Doppelansatz transfiziert. Am Folgetag wurde jeweils ein Ansatz mit 
DMEM+0,1 % BSA inkubiert. Nach einer 5-minütigen Simulation dieser Zellen mit 50 ng/ml NGF 
wurden die Zellen mit RIPA-Lysisbuffer lysiert und 10 µg der Lysate auf SDS-Gele aufgetragen und im 
Western Blot mit den Antikörpern gegen Akt, pAkt, ERK1/2 und pERK1/2 die entsprechenden 
Proteinmengen detektiert. Der gezeigte Blot stellt ein repräsentatives Ergebnis von drei unabhängig 
durchgeführten Experimenten dar. 
 
 
3.5.5 Einfluss von Caveolin-3 auf die Internalisierung des Neurotrophin-
Rezeptors TrkA 
Nach Aktivierung von TrkA mittels NGF wird der Rezeptor in frühe Endosomen 
internalisiert, bevor er weiter über späte Endosomen und schließlich Lysosomen 
degradiert wird. Mit Hilfe eines Biotin-Crosslinkers und von Streptavidin-Sepharose 
lassen sich die Mengen an Oberflächenrezeptoren nachweisen, die nach Stimulation 
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der Zellen mit dem entsprechenden Liganden auf der Zelloberfläche lokalisiert sind. 
Bereits internalisierte Rezeptoren werden nicht detektiert. 
 
 
3.5.6 Die Punktmutation R26Q beeinträchtigt die Internalisierung von TrkA 
Zur Analyse ob die Caveolin-3-Mutationen einen Einfluss auf die Internalisierung des 
Rezeptors TrkA haben, wurden PC12 Zellen transient mit den entsprechenden 
Konstrukten, die entweder die WT-Caveolin-3-cDNA oder die cDNA, die die 
Punktmutationen R26Q oder P28L enthielten, transfiziert. Am nächsten Tag wurde 
den Zellen Serum entzogen. Nach Stimulation mit NGF wurden die PC12 Zellen mit 
einer Sulfo-NHS-LC-Biotin-Lösung inkubiert, wodurch die Rezeptoren an der 
Zelloberfläche biotinyliert wurden. Nach der Lyse wurden die an Biotin gebundenen 
Rezeptoren über Streptavidin-Sepharose präzipitiert. Zusätzlich wurden 
Gesamtprotein-Lysate zur Detektion der Gesamtmenge an TrkA-Rezeptoren 
hergestellt.  
 
Es zeigte sich im Western Blot (Abb.21), dass im Vergleich zu den Zellen, die mit 
dem WT-Caveolin-3-Konstrukt bzw. mit dem Konstrukt, das die Mutation P28L 
enthielt, die Mutation R26Q (Abb.21, Spur 3) dazu führte, dass weniger TrkA-
Rezeptor internalisiert wurde. Dies wird ersichtlich aus der starken TrkA-Bande im 
Vergleich zu den Spuren, in denen die präzipitierten Lysate der WT- und P28L- 
transfizierten Zellen aufgetragen worden waren (Abb.21, Spuren 1 und 5). Bei den 
unstimulierten Zellen war die TrkA-Menge an der Zelloberfläche nach Transfektion 
der Konstrukte, die die Mutation P28L trugen bzw. nach Transfektion des GFP-
Leervektors niedriger als nach Transfektion des WT-Caveolin-3-Konstrukts oder des 
Vektors, der die Mutation R26Q aufwies. (Abb.21 Spuren 2, 4, 6 und 8). Die 
Gesamtproteinmengen von TrkA waren in allen Spuren gleich.  
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Abb.21: Oberflächen-Biotinylierungs-Assay mit transfizierten PC12 Zellen zur Analyse des 
Einflusses von Caveolin-3 auf das TrkA-Trafficking: 
PC12 Zellen wurden entweder mit dem WT-Caveolin-3-Konstrukt oder den Konstrukten, die die 
Mutation R26Q bzw. P28L enthielten, transient transfiziert. Am Folgetag wurden die Zellen für 5 min 
mit 50 ng/µl NGF stimuliert und anschließend wurde ein Oberflächen-Biotinylierungs-Assay 
durchgeführt. Die Lysate des Assays sowie die direkten Zelllysate wurden auf SDS-Gele aufgetragen 
und anschließend im Western Blot mit Antikörpern gegen TrkA detektiert. Der gezeigte Blot stellt ein 
repräsentatives Ergebnis von drei unabhängig durchgeführten Experimenten dar. 
 
 
3.6 Untersuchung des möglichen Einflusses von Caveolin-3 auf den IL-6-
Rezeptor 
Der IL-6-Rezeptor, ist an Prozessen wie der Reaktion des Muskels auf Anspannung 
beteiligt. Zudem hat er wichtige Funktionen an der motorischen Endplatte (Helgren et 
al., 1994). IL-6-Stimulation bewirkt eine verstärkte Aktivierung von STAT-3 wodurch 
das Gleichgewicht des Signallings des Wachstumsfaktors verändert wird. Dies hat 
die Ausprägung einer Muskelatrophie zur Folge (Haddad et al., 2004). Zur 
Untersuchung des Einflusses von Caveolin-3 auf den IL-6-Rezeptor wurde ein 
Luciferase-Reportergen Assay verwendet.  
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3.6.1 Caveolin-3-Punktmutationen haben keinen Einfluss auf den IL-6-Rezeptor-
Signalweg 
Es wurden Hep G2 Zellen mit dem WT-Caveolin-3 bzw. den R26Q- und P28L-
Konstrukten, sowie einem ß-Galaktosidase-, einem STAT3-responsiven Luciferase-
Reporter- und einem EPO/gp130 Fusionsprotein-Konstrukt kotransfiziert. Das 
Reportersystem wurde freundlicherweise von Professor Dr. rer. nat. Schaper aus 
dem Institut für Biochemie des Universitätsklinikums der RWTH Aachen zur 
Verfügung gestellt. Am nächsten Tag wurde der Luciferase-Reportergen Assay nach 
Herstellerprotokoll durchgeführt und mit Hilfe eines Luminometers ausgewertet. Um 
die Grundaktivität der Zelle herauszurechnen, wurde die ß-Galaktosidase-Aktivität 
mit der Luciferase-Aktivität verrechnet. 
Es zeigte sich, dass weder das WT-Caveolin-3 noch die mutierten Proteine einen 
signifikanten Einfluss auf den Signalweg des IL-6-Rezeptors haben (Abb.22). 
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Abb.22: Luciferase-Reportergen Assay für Hep G2 Zellen, die mit den Caveolin-3-Konstrukten 
und einem gp130-Konstrukt kotransfiziert wurden: 
Hep G2 Zellen wurden mit dem Caveolin-3-WT-Konstrukt bzw. den Konstrukten, welche die 
Mutationen R26Q oder P28L enthielten, sowie den Bestandteilen des Luciferase-Reportergen Assays 
cotransfiziert. Am Folgetag wurde der Luciferase-Reportergen Assay nach Herstellerangaben 
durchgeführt. Zur Auswertung des Assays wurde ein Luminometer verwendet. Die erhaltenen Werte 
für die Luciferase-Aktivität und für die ß-Galaktosidase-Aktivität wurden miteinander verrechnet, um 
die reinen Änderungen der Aktivität des Rezeptors ohne die Zellgrundaktivitäten zu erhalten. Der 
gezeigte Blot stellt ein repräsentatives Ergebnis von drei unabhängig durchgeführten Assays dar. 
 
 
3.7 Translation der in vitro gewonnen Daten auf ein in vivo Modell 
Um die in den Zellkulturexperimenten erlangten Ergebnisse im Tierexperiment zu 
überprüfen, wurde ein in vivo Modell durch Elektroporation von Rattenmuskeln 
etabliert. Mit Hilfe der Elektroporation wurden die bereits in den in vitro Versuchen 
eingesetzten Expressionsplasmide, die entweder die WT-Caveolin-3-Sequenz oder 
die mutierten Sequenzen enthielten, in den Musculus tibialis anterior von sechs 
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Wochen alten Lewis Ratten dreimal hintereinander (alle zwei Tage) eingebracht. 
Nach zwei Wochen wurden die Tiere getötet und der Muskel zur weiteren Analyse 
extrahiert und eingefroren. 
Die Materialien für die Durchführung der Elektroporation des Musculus tibialis 
anterior wurden freundlicherweise durch die Arbeitsgruppe von Herrn Professor Dr. 
deBaets, Institute Brain and Behavior aus Maastricht, NL im Rahmen einer 
Kooperation bereitgestellt. 
 
 
3.7.1 Kontrolle der Elektroporationseffizienz mit Hilfe des Konstrukts pVAX-
LacZ 
Nach Elektroporation des Konstrukts pVAX-LacZ konnte mittels ß-Galactosidase-
Färbung des entsprechenden Muskel-Kryoschnitts überprüft werden, ob die 
Transfektion erfolgreich war. Es zeigte sich, dass durch dreifache Elektroporation 
des Konstrukts pVAX-LacZ eine Effizienz von etwa 30-50 % erreicht wurde (Abb.23). 
Anhand der Farbintensität lässt sich ablesen, wie stark die Proteinexpression in den 
jeweiligen Muskelfasern ist. Fasern, die keinerlei Färbung aufweisen, sind nicht 
erfolgreich elektroporiert worden und exprimieren somit das entsprechende Protein 
nicht. Leicht blau gefärbte Zellen exprimieren wenig Protein, starke Blaufärbung der 
Muskelfasern zeigt an, dass das Protein überexprimiert wird. Als Negativkontrolle 
wurde dem Muskel 0,9 % NaCl injiziert. Nach der ß-Galaktosidase-Färbung wurde 
keine Färbung der Muskelfasern sichtbar (Daten nicht gezeigt). 
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Abb.23: ß-Galaktosidasefärbung eines mit dem Konstrukt pVAX-LacZ elektroporierten Muskel-
Kryoschnitts zur Kontrolle der Elektroporationseffizienz: 
Kryoschnitte des Muskels, der mit dem Vektor pVAX-LacZ elektroporiert worden war, wurden mit der 
ß-Galaktosidase-Lösung über Nacht gefärbt.  
Rote Pfeile: Fasern, in denen das Protein überexprimiert wird 
Schwarze Pfeile: Fasern, in denen das Protein normal exprimiert wird 
 
 
3.7.2 Analyse der Lokalisation des Caveolin-3-WT-Proteins bzw. des Proteins, 
das die Mutation R26Q trägt, im Musculus tibialis anterior 
Um zu überprüfen wo das Caveolin-3-WT-Protein bzw. das Protein, welches die 
Punktmutation R26Q enthielt, in der Muskelfaser nach Elektroporation lokalisiert ist, 
wurde Caveolin-3 immunhistochemisch licht- und fluoreszenzmikroskopisch 
detektiert. Mit Hilfe der immunhistochemischen Färbungen ließen sich die 
elektroporierten Fasern, die mit dem WT-Caveolin-3-GFP-Konstrukt elektroporiert 
wurden (Abb.24a), eindeutig identifizieren. Bei den Muskeln, die mit dem Konstrukt, 
das die Mutation R26Q trug, elektroporiert worden waren, konnte das Caveolin-3-
Protein in den Fasern nicht nachgewiesen werden (Abb.24b). 
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Abb.24: Immunhistochemisch gefärbte Muskel-Kryoschnitte, die dreifach mit dem WT-
Caveolin-3 bzw. dem Konstrukt, das die Mutation R26Q trug, elektroporiert wurden: 
Kryoschnitte, der Muskeln, die mit dem WT-Caveolin-3-GFP Konstrukt bzw. dem die Mutation R26Q 
tragenden GFP-Konstrukt dreimal hintereinander elektroporiert worden waren, wurden 
immunhistochemisch mit dem Antikörper gegen GFP angefärbt.  
Rote Pfeile: Elektroporierte Muskelfasern 
Schwarze Pfeile: Regenerierte Muskelfasern mit zentralständigen Kernen 
 
Kryoschnitte der elektroporierten Muskelfasern wurden mit primären Antikörpern 
gegen Caveolin-3 zur Detektion des endogenen Caveolin-3-Proteins und GFP zur 
Färbung des nach Elektroporation exprimierten Proteins sowie sekundären 
Antikörpern, die mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert waren, inkubiert. Nach 
Elektroporation mit den Konstrukten, die das Caveolin-3-WT-GFP-Konstrukt 
enthielten, konnte das Caveolin-3 Protein an der Plasmamembran der Muskelfasern 
detektiert werden (Abb.25a). Die Elektroporationsrate lag etwa bei 40-50 %. 
Im Gegensatz dazu konnte nach Elektroporation des Musculus tibialis anterior mit 
den GFP-Konstrukten, die die Mutation R26Q trugen, das mutierte Protein nicht mehr 
präzise an der Plasmamembran, sondern diffus über die gesamte 
Muskelfaseroberfläche verteilt nachgewiesen werden (Abb.25b). Die 
Elektroporationsrate lag etwa bei 2-5 %. 
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Abb.25: Durch fluoreszenzmarkierte Antikörper angefärbte Kryoschnitte, die dreimal mit dem 
WT-Caveolin-3-Konstrukt bzw. dem die Mutation R26Q tragenden Konstrukt elektroporiert 
worden waren: 
Der Musculus tibialis anterior von Lewis Ratten wurde mit Konstrukten, die entweder das WT-
Caveolin-3-GFP-Konstrukt oder das die Mutation R26Q-GFP-Konstrukt enthielten, dreimal im Abstand 
von zwei Tagen elektroporiert und nach zwei Wochen extrahiert und eingefroren. Die hergestellten 
Kryoschnitte wurden mit primären Antikörpern gegen GFP sowie Caveolin-3 und sekundären 
fluoreszenzmarkierten Antikörpern angefärbt.  
a) Rot: GFP-Antikörper 
    Grün: GFP endogen 
b) Rot: Caveolin-3-Antikörper 
    Grün: GFP endogen 
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4 Diskussion 
 
 
4.1 Analyse der Auswirkungen von Punktmutationen im Caveolin-3-Gen auf 
Proteinstruktur und Funktion 
Heterozygote Mutationen im Caveolin-3-Gen können verschiedene Myopathien 
auslösen, die von klinisch fast asymptomatischen Formen wie der HyperCKämie bis 
hin zu schweren Phänotypen wie der Gliedergürtel-Muskeldystrophie Typ1C (LGMD-
1C) reichen. Da der Pathomechanismus, der zu den divergierenden Phänotypen der 
Erkrankung führt, noch weitestgehend unverstanden ist, ist die Aufklärung der 
molekularbiologischen Zusammenhänge von immenser Bedeutung. 
Caveolin-3 ist in Caveolae lokalisiert, die als sogenannte „Signalling Platform“ 
beschrieben werden (Michel und Bakovic, 2007), wo eine Vielzahl von 
Signalmolekülen auf engem Raum akkumuliert vorliegen. Das Protein ist an 
Endozytose- (Parton, 1996) sowie Signaltransduktionsprozessen beteiligt (Anderson, 
1992a). Dies lässt vermuten, dass das mutierte Caveolin-3-Protein einen Einfluss auf 
die in Caveolae aufkonzentriert vorliegenden Signalmoleküle wie z.B. 
Rezeptortyrosinkinasen nehmen kann (Carozzi et al., 2000). 
 
 
4.2 Mutationen im Caveolin-3-Gen führen zu ungewöhnlichem Bandenmuster 
im Western Blot 
Zu Beginn der Studien sollte das Expressionsmuster der einzelnen Caveolin-3-
Punktmutationen im Vergleich zu dem des WT-Proteins untersucht werden. Es zeigte 
sich, dass sich die Expressionslevel der mutierten Caveolin-3-Proteine nicht von dem 
des WT-Proteins unterschieden. In einer von Sotgia und Mitarbeitern im Jahre 2003 
vorgelegten Arbeit postulierte diese Arbeitsgruppe allerdings, dass die Punktmutation 
R26Q zu einem geringeren Expressionslevel im Vergleich zum WT-Caveolin-3-
Protein führte. Diese divergierenden Ergebnisse lassen sich möglicherweise dadurch 
erklären, dass in der vorliegenden Arbeit menschliche embryonale Nierenzellen 
(HEK293 Zellen) für das Experiment verwendet wurden. Sotgia und Mitarbeiter 
transfizierten jedoch NIH3T3 Zellen (primäre embryonale murine Fibroblasten) mit 
den entsprechenden Konstrukten. Des Weiteren zeigten die Proteine, die die 
Mutation R26Q bzw. P28L trugen, ein vom WT-Caveolin-3-Protein abweichendes 
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Laufverhalten in der SDS-PAGE. Die Bande des Caveolin-3-Proteins, das die 
Mutation R26Q aufwies, war nach oben verschoben, wohingegen die Proteine, die 
die Mutation P28L trugen, auf dem SDS-Gel weiter nach unten gewandert waren als 
das WT-Caveolin-3-Protein. Dieses Phänomen ist bereits für eine Reihe von 
Proteinen beschrieben (Panayotatos et al., 1993) und konnte von Sotgia und 
Mitarbeitern (2003) ebenfalls für die Mutation R26Q nachgewiesen werden. Die 
auffälligen Bandenmuster-Verschiebungen könnten zum einen auf posttranslationale 
Modifikationen wie Acetylierung, Hydroxylierung, Glykosylierung etc. oder zum 
anderen auf eine nicht vollständige Auflösung der Tertiärstruktur der Proteine durch 
das Aufkochen der Zelllysate mit Lämmli-Puffer und DTT zurückzuführen sein. Eine 
vorläufige Analyse der Proteinstruktur mit Hilfe der Swiss-Prot/ExPASy Datenbanken 
hat keine mutations-bedingten posttranslationalen Veränderungen und somit keine 
strukturelle Erklärung für die Konformationsänderungen (Sotgia et al., 2003) 
erbracht. Um endgültige Gewissheit zu erlangen wären massenspektrometrische 
Analysen notwendig.  
 
 
4.3 Caveolin-3-Mutationen beeinträchtigen die intrazelluläre Lokalisation des 
Proteins 
In Immunofluoreszenz-Versuchen zeigte sich, dass die untersuchten Punkt-
mutationen R26Q, P28L, A45T und G55S dazu führen, dass das mutierte Caveolin-
3-Protein im Golgi-Apparat der Zelle zurückgehalten wird, statt an die 
Plasmamembran transportiert zu werden. Dabei war allerdings nach der Transfektion 
des Plasmids, welches die Mutation G55S trug, eine Caveolin-3-Färbung an der 
Plasmamembran detektierbar. Die Verteilung des G55S-Caveolin-3-Proteins 
bestätigt somit zumindest partiell die Ergebnisse der Studie von de Paula und 
Mitarbeitern (2001), die in Muskelbiopsien von Patienten, die die G55S-Mutation 
aufwiesen, in der Immunofluoreszenz-Färbung ein normales Verteilungsmuster des 
Proteins detektierten. Sie vermuteten, dass die Mutation G55S in heterozygoter Form 
nicht in der Lage ist schwerere Phänotypen wie die LGMD-1C auszulösen. Der 
Aminosäureaustausch scheint sich eher wie ein Polymorphismus zu verhalten. 
Möglicherweise lässt sich die im Zellkulturexperiment- neben dem an der 
Plasmamembran nachgewiesenen mutierten Protein detektierbare Akkumulation des 
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mutierten Caveolin-3-Proteins im Golgi-Apparat durch eine transfektions-bedingte 
Überexpression erklären.  
Sotgia und Mitarbeiter (2003) konnten zeigen, dass, bedingt durch die Mutation 
R26Q in Caveolin-3, das Protein nicht mehr zu einer adäquaten Oligomerisation 
fähig war. Es entstehen hoch-molekulare Aggregate. Dies könnte ein Grund dafür 
sein, dass die Caveolin-3-Oligomere nicht mehr korrekt in der Plasmamembran 
verankert werden können, im Golgi-Apparat akkumulieren und zu Fehlfaltungen 
neigen. Proteinfehlfaltungen werden als Ursache einer Reihe von Erkrankungen wie 
der Cystischen Fibrose, Prion-Erkrankungen sowie der Alzheimer Krankheit 
angesehen (Galbiati et al., 1999b). Es lässt sich also schlussfolgern, dass die 
Mutationen möglicherweise zu einer veränderten Struktur des Proteins führen, die 
dann die oben beschriebenen Muskelerkrankungen nach sich ziehen.  
Des Weiteren besteht die Möglichkeit, dass das im Golgi-Apparat angehäufte 
mutierte Caveolin-3-Protein Einfluss auf bestimmte Signalmoleküle hat. So könnte es 
zum einen sein, dass das mutierte Protein, trotz geringeren Expressionslevels an der 
Plasmamembran, ein besserer Inhibitor von Signalwegen ist, oder aber die mutierten 
Proteine verlieren die Fähigkeit die Signalmoleküle zu erkennen und können diese 
nicht mehr inaktivieren (Galbiati et al., 1999b). Über den Neurotrophin-Rezeptor TrkA 
ist beispielsweise bekannt, dass er phosphoryliert im Golgi-Apparat vorliegen kann 
und von dort aus Einflüsse auf verschiedene Signalwege hat (Rajagopal et al., 2004; 
Sorkin, 2005). So ist es möglich, dass das im Golgi akkumulierte Caveolin-3-Protein 
den Rezeptor beeinflussen kann. Durch die Aggregat-Bildung der Proteine im Golgi-
Apparat könnten Bindungsstellen der Caveolin-3-Proteine verdeckt und blockiert 
werden und somit die Aktivität bestimmter Signalmoleküle, die in den Golgi-Apparat 
gelangen um dort durch die Bindung an Caveolin-3 inhibiert zu werden, nicht mehr 
inaktiviert werden. 
Die Ergebnisse der Immunofluoreszenz-Studie lassen vermuten, dass die 
verschiedenen Mutationen je nach Lokalisation auf unterschiedliche Weise Einfluss 
auf den vesikulären Transport in der Zelle nehmen (Brauers et al., 2009). Es kommt 
möglicherweise durch die gebildeten Caveolin-3-Aggregate zu einem Stau im 
sekretorischen Weg, da die Signalmoleküle ebenfalls den Golgi-Apparat passieren 
müssen um an die Zelloberfläche zu gelangen (Galbiati et al., 1999b). 
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4.4 Mutationen im Caveolin-3-Protein haben Einfluss auf das WT-Protein 
Kotransfektionsversuche des WT-Caveolin-3-Konstrukts zusammen mit den 
mutierten Caveolin-3-Plasmiden ergaben, dass sich die Mutationen P28L und A45T 
dominant-negativ verhielten und dazu führten, dass das WT-Protein zusammen mit 
dem mutierten Protein im Golgi-Apparat lokalisiert wurde. Die Proteine, die die 
Mutationen R26Q bzw. G55S trugen, konnten zum Teil an der Plasmamembran 
detektiert werden. Dass R26Q-Caveolin-3-Protein sich nicht dominant-negativ auf 
das WT-Protein auswirkt, konnte bereits von Sotgia und Mitarbeitern (2003) gezeigt 
werden. Dagegen war das normale Verteilungsmuster von Caveolin-3, welches die 
Mutation G55S trägt, bisher lediglich an Muskelbiopsien immunhistochemisch 
detektiert worden (de Paula et al., 2001). Die Mutationen P28L und A45T verhalten 
sich dominant-negativ, was bereits für die Mutation P104L von Galbiati und 
Mitarbeitern gezeigt wurde (1999b). Die verschiedenen Mengen des WT-Proteins an 
der Plasmamembran sind möglicherweise ein Grund für die unterschiedlichen 
Phänotypen der Caveolinopathien, die je nach Mutation ausgebildet werden (Sotgia 
et al., 2003). Es könnte ebenfalls sein, dass bei der Ausprägung der Erkrankung 
weitere Gene (de Paula et al., 2001) bzw. zusätzliche noch nicht identifizierte 
Faktoren eine Rolle spielen (Gazzerro et al., 2009).  
 
 
4.5 Beeinflussung von Signalwegen durch Mutationen im Caveolin-3-Gen 
Um die Hypothese zu prüfen, ob mutiertes Caveolin-3-Protein entweder verstärkte 
inhibitorische Einflüsse auf verschiedene Signalwege hat oder die Fähigkeit zur 
Inhibition von verschiedenen Signalmolekülen verliert (Galbiati et al., 1999b), wurden 
drei Prototypen von Signalmolekülen, der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 
EGFR, der Neurotrophin-Rezeptor TrkA und der Zytokin-Rezeptor IL-6-R auf 
Veränderungen in der Signaltransduktion und im Trafficking untersucht.  
Es herrschen unterschiedliche Meinungen über die Rolle von Caveolae bei 
Signaltransduktionsprozessen. Paratcha und Ibanez (2002) postulieren, dass die 
Signaltransduktion des Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors EGFR in Caveolae 
initiiert und organisiert wird. Für TrkA geben sie an, dass die Internalisierung über 
Caveolae-ähnliche Strukturen abzulaufen scheint. Evangelopoulos und Mitarbeiter 
(2005) vermuten, dass die Signaltransduktion der beschriebenen Rezeptoren nicht 
über Caveolae, sondern über Rafts abläuft. Für IL-6 konnte in Myelomzellen gezeigt 
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werden, dass Caveolin-1, welches sehr homolog zu Caveolin-3 ist, mit gp130 
kolokalisieren kann und anscheinend eine Funktion bei der Signaltransduktion von 
IL-6 einnimmt (Podar et al., 2003). 
Der EGF-Rezeptor beeinflußt Zellproliferation sowie Zellüberleben (Wells, 1999). 
TrkA hingegen ist eine Rezeptor-Tyrosinkinase, die über die Bindung von NGF das 
Überleben und die Differenzierung der Zelle fördert. Das gp130-Protein ist 
Bestandteil der Rezeptorkomplexe mehrerer Zytokine, darunter IL-6, Leukemia 
inhibitory Factor (LIF) und Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF). Diese Liganden sind 
multifunktionale Zytokine, die unter anderem an der Regulation der Akute-Phase-
Reaktion beteiligt sind, aber auch als Wachstums- und Differenzierungsfaktoren z.B. 
für neuronale Zellen wirken können. Das gp130-Gen wird von vielen 
Zellpopulationen, darunter auf Skelettmuskelfasern, exprimiert. Ein wichtiger 
Signaltransduktionsweg nach gp130-Aktivierung läuft über cytoplasmatisches STAT3 
(Helgren et al., 1994).  
 
 
4.5.1 Mutationen im Caveolin-3-Gen verändern das Signalling des EGF-
Rezeptors 
Zur Untersuchung, ob die Punktmutationen R26Q und P28L die Signaltransduktion 
des Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors EGFR beeinflussen, wurden Zellen mit 
den die Punktmutationen tragenden Konstrukten transfiziert und mittels Western 
Blot-Analysen untersucht. Dabei zeigte sich, entgegen der Ergebnisse für TrkA 
(3.5.2), dass die Mutation P28L zu einem höheren Phosphorylierungsniveau, 
verglichen mit dem nach Transfektion des WT-Caveolin-3-Konstrukts, führt, 
wohingegen R26Q ein etwas niedrigeres Phosphorylierungslevel bewirkt. Bei der 
Untersuchung der Downstream-Faktoren Akt und ERK1/2 des EGF-Rezeptors 
zeigten sich keinerlei Veränderungen der Phosphorylierung nach Transfektion von 
R26Q- bzw. P28L-Caveolin-3-Konstrukten.  
Da die Mutation R26Q mit schweren Krankheitsverläufen wie Rippling Muscle 
Disease oder LGMD-1C einhergeht (Capanni et al., 2003), während P28L lediglich 
eine isolierte HyperCKämie bewirkt (Merlini et al., 2002), korreliert das Ergebnis mit 
dem Schweregrad der Erkrankung. Der EGF-Rezeptor ist in Myoblasten neben 
Entwicklungs- und Proliferationsereignissen nämlich auch an Regenerations-
prozessen beteiligt (Chen et al., 1995) und scheint durch die erhöhte 
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Phosphorylierung nach Transfektion des Konstrukts P28L möglicherweise die 
Regeneration der Muskeln und somit einen milderen Phänotyp der Erkrankung zu 
fördern. Interessanterweise ist bekannt, dass die Scaffolding-Domäne von Caveolin-
1 und Caveolin-3 die Aktivität von MEK1 und ERK2 in vitro inhibieren kann (de 
Laurentiis et al., 2007). Diese Eigenschaft scheint durch die untersuchten 
Punktmutationen nicht beeinträchtigt zu sein. Im durchgeführten Experiment sind die 
detektierten Phosphorylierungslevel der Downstreamfaktoren alle gleich.  
Für Caveolin-1 ist ebenfalls beschrieben, dass seine Scaffolding-Domäne (AS 82-
101) an EGFR binden kann (Couet et al., 1997a), wobei die Interaktion sowohl von 
der EGF-Rezeptor-Aktivität als auch von der Tyrosin-Phosphorylierung des Caveolin-
1 Proteins unabhängig ist. Die stärkere Phosphorylierung des Rezeptors nach 
Transfektion der HEK293 Zellen mit dem die Mutation P28L tragenden Konstrukt 
lässt sich möglicherweise dadurch erklären, dass durch die Aggregatbildung des 
Caveolin-3-Proteins im Golgi-Apparat die Scaffolding-Domänen verdeckt werden, so 
dass der aktivierte EGF-Rezeptor nicht mehr binden kann und somit nicht mehr 
inhibiert wird. Die Mutation R26Q, die zu einem etwas geringern 
Phosphorylierungsniveau des EGF-Rezeptors führt, ruft zwar eine Lokalisation des 
mutierten Proteins im Golgi-Apparat hervor, verhält sich allerdings nicht dominant-
negativ. Das WT-Caveolin-3-Protein bildet keine Aggregate mit dem mutierten 
Protein im Golgi aus und kann so durch die Bindung an den Rezeptor über die 
Scaffolding-Domäne Einfluss auf die Aktivität von EGFR ausüben. Das 
Phosphorylierungsniveau der Rezeptoren nach Transfektion des WT-Caveolin-3-
Konstrukts war niedriger als nach der Transfektion des GFP-Leerplasmids. Dies lässt 
sich möglicherweise durch die Überexpression des Proteins durch die Transfektion 
erklären. Engelman und Mitarbeiter (1998) konnten zeigen, dass in einer 
Fibroblastenzellinie die Überexpression des Caveolin-1-Gens die Signaltransduktion 
über den EGF-Rezeptor verhindert. Da eine stärkere Phosphorylierung des EGFR 
nach Transfektion des Caveolin-3-Konstrukts mit der Mutation P28L nachgewiesen 
wurde als nach Transfektion der anderen Caveolin-3-Konstrukte, würde dies 
bedeuten, dass durch die Mutation P28L in Caveolin-3 die Inhibition der 
Signaltransduktionskaskade des EGFR nicht mehr stattfindet. Dies lässt sich 
allerdings an Hand der Untersuchung der Phosphorylierung der Downstream-
Moleküle nicht bestätigen. Das Phosphorylierungsniveau ist in jedem 
Versuchsansatz gleich. Möglicherweise sind Signaltransduktionsmechanismen 
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anderer Moleküle der Signalkaskade auf der Ebene zwischen dem Rezeptor und Akt 
bzw. ERK1/2 gestört. Dies ließe sich mit Hilfe von Phosphoblot-Experimenten 
analysieren, bei denen die Funktionalität der in der Signalkaskade zwischen 
Rezeptor und Downstream-Molekülen geschalteten Proteine detektiert wird.  
 
 
4.5.2 Caveolin-3-Mutationen beeinflussen die Endozytose des EGF-Rezeptors 
Die Endozytose von EGFR wurde mit Hilfe eines Oberflächen-Biotinylierungs-Assays 
untersucht. Dabei konnten niedrigere Rezeptorlevel nach Transfektion mit dem WT- 
bzw- dem die Mutation R26Q tragenden Konstrukt und anschließender Stimulation 
der Zellen nachgewiesen werden. Die Level nach Transfektion mit dem die Mutation 
P28L enthaltenden Konstrukt waren deutlich höher. Sie entsprachen in etwa denen 
nach Transfektion des GFP-Leervektors. Diese Ergebnisse passen zu den 
Resultaten von Kaneko und Mitarbeitern (2005), die postulieren, dass verstärkte bzw. 
verminderte Phosphorylierung des Rezeptors eine größere bzw. kleinere 
Rezeptormenge an der Membran nach sich ziehen (siehe 4.5.1). Die niedrigere 
Rezeptormenge an der Plasmamembran nach Transfektion des WT-Caveolin-3-
Konstrukt scheint wiederum durch die transfektionsbedingte Überexpression des 
Proteins hervorgerufen zu werden.  
Dieses Ergebnis der Oberflächen-Biotinylierung entspricht in etwa den bereits für das 
Signalling von EGFR erlangten Daten, was zur Schlussfolgerung führt, dass die 
Veränderungen im Signalling und Trafficking miteinander verknüpft sind (Kaneko et 
al., 2005). Wiederum zeigt sich auch, dass sich die Ergebnisse für das Signalling und 
Trafficking mit den verschiedenen Krankheitsbildern, die durch die unterschiedlichen 
Mutationen entstehen, in Zusammenhang bringen lassen. Die Beeinträchtigung des 
EGF-Rezeptor-Traffickings durch die Mutation R26Q ist womöglich für die 
Ausprägung eines schweren Phänotyps mit Rippling Muscle Disease oder 
Gliedergürtel-Muskeldystrophie mitverantwortlich. 
 
 
4.5.3 Caveolin-3-Mutationen beeinflussen die Signaltransduktion des 
Neurotrophin-Rezeptors TrkA 
Unter anderem auf Grund des Nachweises einer ausgeprägten peripheren 
Neuropathie bei einem R26Q-Caveolinopathie-Patienten (Brauers et al., 2010) wurde 
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der Einfluss von Caveolin-3 auf den Neurotrophin-Rezeptor TrkA untersucht. Der 
Rezeptor wird im Wesentlichen in neuronalen Geweben exprimiert, allerdings konnte 
er beispielsweise auch in Prostata-Zellen sowie glatter und Skelettmuskulatur 
nachgewiesen werden (Donovan et al. 1995; Rende et al. 2000; Shibayama und 
Koizumi 1995; Yamamoto et al. 1996). 
Zur Untersuchung der Einflüsse der Punktmutationen R26Q und P28L auf den TrkA-
Signalweg wurden PC12 Zellen ausgewählt, die als ein etabliertes Zellsystem zur 
Untersuchung von TrkA (Segal und Greenberg, 1996) gelten. In PC12 Zellen 
konnten Caveolae nachgewiesen werden, in denen eine Fraktion von TrkA mit 
Caveolin kolokalisiert (Peiró et al., 2000). Ebenfalls für dieses in vitro-System spricht 
die Beobachtung, dass Caveolin-1, welches sehr homolog zu Caveolin-3 ist, mit TrkA 
interagiert (Bilderback et al., 1999); Caveolin-1 kann zudem mit Caveolin-3 
Heterooligomere bilden (Volonté et al., 2008).  
In Western Blot-Analysen zeigte sich, dass Transfektion der PC12 Zellen mit dem 
R26Q- bzw. dem P28L-Caveolin-3-Konstrukt zu einer reduzierten TrkA-Phospho-
rylierung führt. Die Phosphorylierung war nach P28L-Caveolin-3-Transfektion 
niedriger als nach Transfektion des die Mutation R26Q beinhaltenden Konstrukts. 
Vor dem Hintergrund, dass diese beiden Mutationen in enger räumlicher Nähe 
liegen, wirft dieses Resultat die Frage auf, ob möglicherweise zwei verschiedene 
Mechanismen für die Entstehung dieser unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich 
sind. Zum einen besteht die Möglichkeit, dass eine der Mutationen durch Protein-
Protein-Interaktionen von Caveolin-3 und Rezeptortyrosin-Kinasen die 
Signalmoleküle direkt beeinflusst. Die Veränderungen der Phosphorylierung der 
Rezeptor-Moleküle könnten jedoch auch auf indirekte Effekte, wie z.B. ein 
verändertes Cholesterol-Trafficking zurückzuführen sein. Über Cholesterol ist bereits 
bekannt, dass es zu Veränderungen im Signalling von verschiedenen 
Rezeptortyrosin-Kinasen führen kann (Peiró et al., 2000). Wird der Cholesterol-
Transport in der Zelle gehemmt, wird das TrkA-Signalling inhibiert.  
Dadurch, dass P28L-Caveolin-3 im Golgi-Apparat lokalisiert ist und sich dominant-
negativ bezüglich des WT-Caveolin-3-Proteins verhält, scheint der in den Golgi-
Apparat transportierte aktivierte TrkA-Rezeptor (Sorkin, 2005) in seiner Aktivität 
gehemmt zu werden. R26Q-Caveolin-3, welches ebenfalls eine Mislokalisation des 
mutierten Caveolin-3-Proteins in den Golgi-Apparat nach sich zieht, verhält sich 
jedoch nicht dominant-negativ. Dadurch wird das WT-Caveolin-3-Protein nicht im 
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Golgi-Apparat lokalisiert und kann so keinen Einfluss auf das sich dort befindliche 
aktive TrkA nehmen. Dies erklärt das Phosphorylierungsniveau nach Transfektion mit 
dem R26Q-Konstrukt, welches in etwa dem der Rezeptoren der mit dem WT-
Caveolin-3-Konstrukt transfizierten PC12 Zellen entspricht.  
Die geringeren Phosphorylierungslevel von TrkA nach Transfektion des WT-
Caveolin-3-Plasmids im Vergleich zu den Zellen, die mit dem GFP-Leervektor 
transfiziert wurden, lassen sich möglicherweise durch die transfektionsbedingte 
Überexpression des Proteins erklären. Die Experimente zeigen, dass Caveolin-3 
direkte Effekte durch Protein-Protein-Interaktion auf TrkA hat. Interessanterweise 
beeinflusst die Mutation P28L nicht nur die Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors, 
sondern auch dessen Downstreamfaktor Akt. ERK1/2 wird jedoch nicht durch die 
Mutationen im Caveolin-3-Gen beeinträchtigt. Es scheint, als ob die Mutationen 
spezifische Effekte nur auf bestimmte Signalmoleküle hätten.  
 
 
4.5.4 Einflüsse von Caveolin-3 auf das Trafficking von TrkA 
Das Trafficking von Wachstumsfaktoren bekommt in Bezug auf die Analyse von 
Signaltransduktionsprozessen immer mehr Bedeutung. Die Erkenntnis, dass die 
Endozytose von Trk-Rezeptoren auf unterschiedliche Art und Weise die Aktivität von 
Akt und ERK1/2 reguliert (Moises et al., 2007; Bronfman et al., 2007), machte die 
Untersuchung des Einflusses von Caveolin-3 auf das Trafficking von TrkA notwendig. 
Neben Veränderungen des Phosphorylierungslevels von TrkA bedingt durch 
Mutationen im Caveolin-3-Gen zeigte sich, dass ebenfalls das Trafficking dieser 
Rezeptortyrosin-Kinase gestört wurde. Mit Hilfe eines Oberflächen-Biotinylierungs-
Assays wurde ersichtlich, dass die Mutation R26Q dazu führte, dass, im Vergleich zu 
den Zelllysaten, die mit dem Caveolin-3-WT-Konstrukt bzw. dem P28L-Caveolin-3-
Konstrukt transfiziert wurden, mehr Rezeptor an der Zelloberfläche detektierbar war.  
Möglicherweise ist die erhöhte Menge an TrkA-Rezeptor auf der Zelloberfläche durch 
verringerte Endozytose zu erklären. Des Weiteren könnte jedoch auch verstärkter 
Rücktransport des Rezeptors an die Plasmamembran für die hohe 
Rezeptorkonzentration an der Membran verantwortlich sein (Moises et al., 2009). Mit 
Hilfe eines Live-Uptake-Assays von markiertem TrkA könnte dies genauer analysiert 
werden.  
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Die weitaus stärkere Ausprägung des muskulären Phänotyps bei R26Q- im Vergleich 
zu P28L-Mutationen könnte jedenfalls auch auf die Veränderung der TrkA-Wirkung 
zurückzuführen sein. Des Weiteren ist möglicherweise die Beeinträchtigung der 
Signaltransduktion und Internalisierung von TrkA durch die Mutation R26Q eine 
Erklärung für die ausgeprägte chronische periphere Neuropathie, die bei dem oben 
erwähnten Index-Patienten nachgewiesen wurde (4.5.2.1). Für diese Hypothese 
spricht ebenfalls, dass veränderte Aktivität des Caveolin-3-Homologs Caveolin-1 in 
Schwannzellen zu Modifikationen neurotrophischer Mechanismen führt, die dann 
eine Polyneuropathie hervorrufen (Tan et al., 2003). 
 
 
4.5.6 Analyse des Einflusses von Punktmutationen im Caveolin-3-Gen auf das 
Signalling des IL-6-Rezeptors 
Neben den beschriebenen Rezeptor-Tyrosinkinasen wurde das Signalling eines 
Rezeptors für Zytokine aus der Gruppe der sogenannten IL-6-artigen 
neuropoetischen Zytokine untersucht. Diese spielen in Skelettmuskelfasern eine 
wichtige Rolle unter anderem bei der Reaktion auf Läsionen wie Denervation, wie 
bereits von Helgren und Mitarbeitern für CNTF beschrieben wurde (1994). 
Zur Analyse des IL-6-Rezeptor-Signalwegs wurde, anders als bei der Untersuchung 
der RTKs, ein bereits etablierter Reportergen-Assay (Lehmann et al., 2006) 
verwendet. Dabei zeigte sich, dass die mutierten Caveolin-3-Konstrukte, die 
zusammen mit einem chimären EPO/gp130-Fusionsprotein und dem STAT3-
responsiven Luciferase-Reporterplasmid sowie einem ß-Galactosidase-Konstrukt 
transfiziert wurden, keinerlei Einfluss auf das Signalling des IL-6-Rezeptors, dem 
intrinsische Tyrosinkinase-Aktivität fehlt (Scheller und Rose-John, 2006), nehmen 
kann. Das Signalling und Trafficking des IL-6-Rezeptors scheint somit Caveolin-3-
unabhängig abzulaufen. 
 
 
4.5.7 Vergleich der Ergebnisse der unterschiedlichen Signalwege 
Die Untersuchung der Signalwege von TrkA und EGFR nach Transfektion der R26Q- 
und P28L-Caveolin-3-Konstrukte in voneinander unabhängigen Assays haben 
interessante Zusammenhänge aufgezeigt. Die Effekte der Caveolin-3-Mutationen auf 
die Signaltransduktion und das Trafficking der Tyrosinkinase-Rezeptoren scheinen 
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mechanistisch miteinander verknüpft zu sein. Interessanterweise verhielten sich die 
untersuchten Rezeptor-Tyrosinkinasen TrkA und EGFR entgegengesetzt zueinander. 
Die Mutation P28L in Caveolin-3 bewirkt, dass der Neurotrophin-Rezeptor TrkA 
sowie sein Downstreamfaktor Akt weniger phosphoryliert wird als nach Transfektion 
mit dem R26Q-Caveolin-3-Konstrukt bzw. mit dem WT-Caveolin-3-Konstrukt. Dies 
scheint dadurch bedingt zu sein, dass die Mutation P28L dominant-negativ ist und 
das WT-Caveolin-3-Protein im Golgi-Apparat festhält, wo es das Signalling von 
ebenfalls im Golgi lokalisiertem aktivem TrkA beeinflussen kann.  
Die Mutation R26Q verhält sich jedoch nicht dominant-negativ. Das WT-Caveolin-3-
Protein wird nicht im Golgi-Apparat festgehalten und kann so keinen Einfluss auf 
TrkA im Golgi nehmen. Bei der Analyse des EGF-Rezeptors zeigte sich dagegen, 
dass die Mutation R26Q eine verringerte Phosphorylierung des Wachstumsfaktor-
Rezeptors zur Folge hat. Das Downstreamsignalling war jedoch nicht verändert. 
Beim Trafficking des TrkA-Rezeptors konnte eine größere Menge an Rezeptor nach 
Transfektion des Konstrukts mit der Mutation R26Q in PC12 Zellen an der 
Plasmamembran detektiert werden, wohingegen bei der Analyse des Traffickings 
von EGFR nach Transfektion des Konstrukts mit der Mutation P28L mehr Rezeptor 
an der Oberfläche nachweisbar war. Der EGF-Rezeptor scheint durch die Mutation 
P28L in Caveolin-3, die sich dominant-negativ verhält und Aggregate mit dem WT-
Caveolin-3-Protein bildet, nicht an die Scaffolding-Domäne des Caveolin-3-Proteins 
binden zu können und wird so nicht inhibiert. Die Mutation R26Q, die sich nicht 
dominant-negativ auf das WT-Caveolin-3-Protein auswirkt, führt dazu, dass der 
Rezeptor weiterhin an WT-Caveolin-3 und Mutante gebunden werden kann. Dies 
zieht eine geringere Phosphorylierung von EGFR nach sich. Es lässt sich vermuten, 
dass der inhibitorische Effekt von R26Q-Caveolin-3 auf die EGF induzierte 
Phosphorylierung von EGFR ein wichtiger Faktor in Bezug auf die Pathogenese der 
Caveolinopathien ist. Der Phänotyp, den die Mutation hervorruft, ist deutlich 
schwerer als das Krankheitsbild, welches sich durch die Mutation P28L ausprägt.  
Wie oben erwähnt (4.5.2), könnten diese Ergebnisse der Western Blot-Analysen eine 
Erklärung dafür liefern, warum die sich in räumlicher Nähe befindlichen Mutationen 
R26Q und P28L zu verschiedenen Phänotypen der Erkrankungen führen. Traverso 
und Mitarbeiter (2008) konnten zeigen, dass die zwei Mutationen T78M und T78K, 
die die gleiche Aminosäure betreffen, zu zwei verschiedenen Phänotypen der 
Erkrankung führen. Bei einem Patienten mit der autosomal-rezessiven Mutation 
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T78M bildete sich eine Kardiomyopathie sowie eine Gliedergürtel-Muskeldystrophie 
des Typs 1C (LGMD-1C) aus. Ein anderer Patient, bei dem die autosomal-dominante 
Mutation T78K nachgewiesen werden konnte, litt lediglich unter einer isolierten 
familiären HyperCKämie. In einem aktuellen Review von Gazzerro und Mitarbeitern 
(2009) wird die These aufgestellt, dass neben den genetischen Ursachen für 
Caveolinopathien ebenfalls umgebungsbedingte Faktoren eine große Rolle spielen. 
Sie schließen sogar die Etablierung von Genotyp-Phänotyp-Korrelationen auf Grund 
dieser noch unzureichend identifizierten Faktoren aus, da mittlerweile sogar 
intrafamiliäre Unterschiede der Phänotypen nachgewiesen wurden. Die 
Phosphorylierungsstudien verdeutlichen, dass die Mutationen im Caveolin-3-Gen 
unabhängig von ihrer Lokalisation betrachtet werden müssen und möglicherweise 
sogar intrafamiliäre Unterschiede in der Ausprägung der Erkrankung nachweisbar 
sind (Gazzerro et al., 2009).  
Bei der Betrachtung des Traffickings stellt sich heraus, dass zwar beide untersuchten 
Mutationen R26Q und P28L zu einer Akkumulation von Caveolin-3 im Golgi-Apparat 
führen, jedoch die Oberflächenlevel der Rezeptoren EGFR und TrkA jeweils nur von 
R26Q verändert werden. Möglicherweise kann im Falle von EGFR die Mutation 
R26Q in Caveolin-3 direkt den Oberflächentransport verringern, wodurch die 
Rezeptormoleküle im Golgi-Apparat verbleiben. Diese direkte Protein-Protein-
Interaktion liegt nahe, da für EGFR bereits eine Hemmung der Aktivität durch die 
Bindung von Caveolin-1 beschrieben wurde, (Couet et al., 1997). Caveolin-1 weist 
große Homologien zu Caveolin-3 auf, wodurch postuliert werden kann, dass es sich 
ähnlich wie Caveolin-1 verhält. Beim TrkA-Rezeptor hingegen, der durch die 
Mutation R26Q an der Membran angehäuft wird, besteht die Möglichkeit, dass 
gestörtes Cholesterol-Trafficking der Grund für die unvollständige Internalisierung ist 
(Peiró et al. 2000). Dadurch, dass Caveolin-1 die Glykosylierung des 
Oberflächenproteins CD147 (Jia et al., 2006) beeinflussen kann, besteht die 
Möglichkeit, dass die Signaltransduktionseffekte von WT-Caveolin-3 und der 
Mutanten indirekt über veränderte RTK-Glykosylierung vermittelt werden. Um 
genauere Ursachen der Trafficking- und Signallingeffekte ausmachen zu können, 
sind weitere Studien notwendig, die sowohl die Cholesterolsynthese als auch 
Glykosylierungsprozesse mit einbeziehen.  
Bei der Analyse des Zytokin-Rezeptors IL-6-R mit Hilfe eines Reportergen-Assays 
zeigte sich, dass Caveolin-3 dessen Signaltransduktion nicht beeinflusst. 
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Demzufolge scheint IL-6 nicht an der Pathogenese der in den Versuchen 
repräsentierten Caveolinopathien beteiligt zu sein. 
 
 
4.5.8 Western Blot-Analysen versus Reportergen-Assays 
Beim Vergleich der beiden verwendeten Methoden, des Reportergen-Assays und 
des Phosphoblots, zur Untersuchung der Signaltransduktion verschiedener 
Rezeptoren lässt sich feststellen, dass zur exakten Analyse von Signalwegen eine 
Verknüpfung beider Methoden sinnvoll ist. Der Reportergen-Assay birgt den Vorteil, 
dass die Rezeptoraktivität direkt messbar ist. Der Assay hat eine hohe Sensitivität 
und dadurch, dass ebenfalls die ß-Galaktosidase-Aktivität gemessen wird, kann das 
spezifische Signal detektiert werden, da die ß-Galaktosidase-Aktivität der 
Grundaktivität der Zelle entspricht und so von dem gemessenen Wert abgezogen 
werden kann. Zusätzlich können alle zellulären Vorgänge, die mit Genexpression, 
Rezeptoraktivität, intrazellulären Signaltransduktionsprozessen sowie Protein-
Protein-Interaktionen verbunden sind, gemessen werden (Alam und Cook, 1990). 
Im Gegensatz zu dem Reportergen-Assay, mit dem man nur unspezifisch 
Veränderungen in der Zelle detektieren kann, bietet der Phosphoblot die Möglichkeit, 
einzelne Proteine und Signalwege spezifisch zu untersuchen. Neben der Beurteilung 
der verschiedenen Phosphorylierungslevel von Proteinen der gesamten 
Signalkaskade lassen sich auch strukturelle Proteinveränderungen detektieren. 
 
 
4.6 Elektroporation von Lewis Ratten als in vivo-Modell 
Mit Hilfe der Elektroporation von Plasmiden in Lewis Ratten konnte ein in vivo-Modell 
etabliert werden. Dies bietet die Möglichkeit die bereits im Zellkultur-Versuch 
erlangten Ergebnisse im Tiermodell zu überprüfen und somit den ersten Schritt der 
Translation von in vitro Ergebnissen in Richtung einer Aufklärung der pathologischen 
Veränderungen im Patienten zu nehmen. In ersten Versuchen hat sich gezeigt, dass 
die Muskel dreimal elektroporiert werden müssen, damit eine ausreichend hohe 
Konzentration an Plasmid vorhanden ist, dessen Expression mittels 
fluoreszenzgelabelter Antikörper detektiert werden kann. Des Weiteren zeigte sich, 
dass das WT-Caveolin-3-Protein am Sakolemm lokalisiert wird. Nach der 
Elektroporation des Muskels mit dem R26Q-Caveolin-3-Konstrukt lag zum einen eine 
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geringere Transfektionseffizienz als nach Elektroporation des WT-Caveolin-3-
Plasmids vor und zum anderen war das Protein über das gesamte myofibrilläre 
Kompartiment verteilt. Aus dieser Beobachtung lassen sich zwei Schlüsse ziehen. Es 
scheint so zu sein, dass sich WT- und R26Q-Caveolin-3 bezüglich ihrer Lokalisation 
in der transfizierten Zelle in vivo genauso verhalten wie im Zellkulturexperiment. Das 
WT-Caveolin-3-Protein ist am Sarkolemm nachweisbar und das mutierte Protein 
wird, statt an die Membran transportiert zu werden, intrazellulär akkumuliert. 
Zusätzlich lässt die geringe Zahl an mit dem mutierten Konstrukt elektroporierten 
Fasern vermuten, dass das Protein schneller in der Zelle abgebaut wird als das WT-
Caveolin-3-Protein. Analoge Ergebnisse wurden bereits im Zellkulturmodell von 
Galbiati und Mitarbeitern allerdings für den Abbau des WT-Caveolin-3-Proteins nach 
Transfektion mutierter Caveolin-3-Konstrukte beschrieben (1999b). Dass das 
mutierte Caveolin-3-Protein in der Zelle schneller abgebaut wird als sein WT-
Pendant, könnte möglicherweise die Tatsache erklären, dass sich in den 
immunhistologisch gefärbten Schnitten des mit dem mutierten Konstrukt 
elektroporierten Muskels keine positiven Fasern ausmachen ließen. Es waren 
möglicherweise nur Bereiche des Muskels gefärbt worden, wo das exprimierte 
mutierte Protein bereits wieder abgebaut worden war.  
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5 Zusammenfassung 
 
 
Das Protein Caveolin-3 ist das bedeutendste Scaffolding-Protein der caveolären 
Membrandomänen der glatten, der quergesteiften sowie der Herzmuskulatur. 
Mutationen im Caveolin-3-Gen werden für eine Reihe hereditärer Myopathien 
verantwortlich gemacht, die von leichten Formen wie der HyperCKämie bis zu 
schwerwiegenden Phänotypen wie der Gliedergürtel-Muskeldystrophie oder der 
Rippling Muscle Disease reichen.  
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten vier verschiedene Punktmutationen im 
Caveolin-3-Gen genauer charakterisiert werden, um so Hinweise auf den 
Pathomechanismus der entsprechenden Myopathien zu erhalten. Dafür wurden zu 
Beginn Caveolin-3-Konstrukte hergestellt, die die Mutation R26Q, P28L, A45T und 
G55S enthielten. Nach Expressionskontrolle wurde untersucht, wo die mutierten 
Proteine in der Zelle nachzuweisen sind. Es stellte sich heraus, dass die Mutationen 
zur Mislokalisation der Proteine im Golgi-Apparat führen, allerdings verhielten sich 
lediglich die Mutationen P28L und A45T dominant-negativ bezüglich des WT-
Caveolin-3-Proteins. Dieses war bei Kotransfektion ebenfalls im Golgi-Apparat 
nachweisbar.  
 
Da Signalmoleküle in den Caveolae konzentriert sind und sie deswegen als 
sogenannte „Signaling-Platform“ beschrieben werden (Michel und Bakovic, 2007), 
sollte untersucht werden, ob die Punktmutationen R26Q und P28L die 
Signaltransduktion von drei verschiedenen Rezeptormolekülen beeinflussen können. 
Mit Hilfe von Western Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass sowohl das 
Signaling als auch das Trafficking des Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors 
EGFR und der Rezeptor-Tyrosinkinase TrkA durch die Punktmutationen verändert 
werden. 
 
Interessanterweise verhielten sich die beiden Rezeptoren nach Transfektion mit den 
die beiden Mutationen enthaltenden Konstrukten entgegengesetzt. Bei der 
Untersuchung der Phosphorylierung der Rezeptoren zeigte sich für TrkA nach 
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Transfektion mit dem die Mutation P28L-tragenden Konstrukt eine geringere 
Phosphorylierung, wohingegen die Mutation bei EGFR eine verstärkte 
Phosphorylierung hervorrief. Bei Betrachtung des Traffickings der beiden Rezeptoren 
führte die Mutation R26Q zu einer verstärkten TrkA-Rezeptorakkumulation auf der 
Zelloberfläche. Nach Transfektion des Konstrukts mit der Mutation P28L konnte bei 
EGFR eine größere Rezeptormenge an der Zelloberfläche nachgewiesen werden. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen deuten zum einen darauf hin, dass Caveolin-3 
möglicherweise direkte Effekte auf die Rezeptorsignalwege hat. Des Weiteren 
könnten die Resultate eine Erklärung für die Entstehung der verschiedenen 
Phänotypen der Erkrankung bedingt durch zwei Mutationen geben, die sich in enger 
räumlicher Nähe zu einander befinden. Die Mutation R26Q führt zu Gliedergürtel-
Muskeldystrophie oder Rippling Muscle Disease, wohingegen die Mutation P28L 
lediglich für eine HyperCKämie verantwortlich gemacht wird.  
 
Das Signaling des IL-6-Rezeptors, der mittels Reportergen-Analysen untersucht 
wurde, läuft anscheinend Caveolin-3-unabhängig ab. Es konnten keine Änderungen 
bedingt durch die Kotransfektion mit den mutierten Caveolin-3-Konstrukten 
nachgewiesen werden. 
 
Im letzten Teil der Arbeit wurde ein in vivo-Modell etabliert, um die Zellkulturdaten zu 
verifiziert. Dazu wurde der Musculus tibialis anterior von Lewis Ratten dreimal 
hintereinander entweder mit dem WT-Caveolin-3- oder dem die Mutation R26Q 
tragenden Expressionsplasmid elektroporiert. In ersten Experimenten konnten bereits 
die in vitro-Ergebnisse bestätigt werden, dass das WT-Caveolin-3-Protein am 
Sarkolemm der Muskelfaser detektierbar ist, wohingegen das mutierte Protein über 
die gesamte Muskelfaseroberfläche verteilt ist.  
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6 Summary 
 
 
The protein caveolin-3 is the most important scaffolding-protein of the caveolar 
membrane domains in the smooth-, the skeletal- and the heart muscles. Mutations in 
the caveolin-3 gene are proposed to be responsible for a variety of hereditary 
myopathies which range from mild forms such as HyperCKemia to severe pheno-
types like Limb-girdle muscular dystrophy or the Rippling Muscle Disease.  
 
In the context of the present study four different point mutations in the caveolin-3 
gene had to be characterized in detail to gain insights into the pathomechanism of 
the specific myopathies. Therefore, caveolin-3 constructs carrying the mutations 
R26Q, P28L, A45T and G55S were created. After the verification of protein 
expression, the localization of the mutated proteins was analyzed. It became 
apparent that the mutations lead to a mislocalization of the proteins in the Golgi 
apparatus, but only the mutations P28L and A45T act in a dominant-negative way 
with respect to the WT-caveolin-3 protein, which was also located in the Golgi 
apparatus after cotransfection. 
 
Since signaling molecules are concentrated in caveolae which therefore are named 
“signaling platform” (Michel and Bakovic, 2007) it was analyzed if the point mutations 
R26Q and P28L can influence the signal transduction of three different receptor 
molecules. With the help of western blot-analysis it became obvious that not only the 
signaling but also the trafficking of the epidermal growth factor receptor EGFR and 
the receptor tyrosine kinase TrkA is disturbed by the point mutations. 
 
Interestingly, the receptors acted controversially after transfection with the constructs 
carrying the mutations. The analysis of the phosphorylation of the receptors revealed 
that TrkA was less phosphorylated after transfection with the construct carrying the 
mutation P28L whereas EGFR was phosphorylated stronger. The trafficking analysis 
showed that the mutation R26Q led to increased accumulation of the TrkA receptors 
on the cell surface. After the transfection of the construct with the P28L mutation a 
higher amount of EGFR could be detected at the cell surface. The results of the 
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analysis demonstrate that caveolin-3 possibly has direct effects on the receptor 
signaling pathways. Additionally the results could explain the aetiology of the different 
phenotypes of the disease caused by two mutations which are located very close to 
each other. The mutation R26Q leads to Limb-Girdle Muscular Dystrophy or Rippling 
Muscle Disease whereas the mutation P28L causes HyperCKaemia.  
 
The signaling of the IL-6 receptor which was analyzed utilizing a reporter gene assay 
seems to be caveolin-3 independent. Cotransfection with the mutated caveolin-3 
constructs did not cause any changes. 
 
In the last part of the study an in vivo model was established to verify the cell culture 
data. Therefore the tibialis anterior muscle of Lewis rats was electroporated three 
times either with WT-caveolin-3 expression constructs or with constructs carrying the 
mutations R26Q. Initial experiments confirmed the in vitro data, showing that WT-
caveolin-3 protein is located at the sarcolemma of the muscle fiber whereas the 
mutated protein is spread over the whole muscle fiber.  
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